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" "INTRODUCTION
En ce qui concerne la gommose, une épidémie sévit à la Réu-
nion d~puis 1958. Il semble toutefois que cette épidé:mie soit actuellement
en régression, en 'raison sans' doute de la diminution de plus en. plus
ma~quée des superficie~ plant~e's e~ R. 397, yariété sensible qui occu-
pait en 1958 environ 60% des terres à cannes d~ l'île.
Quant au leaf scald, , il ne" cesse de prendre de l'importance
dans la région du vent depuis 19 62 ~ favorisé dans son extension par la
propagation dans cette 'régio~ de la. va;ié~é sensible' H . 32-856,0 ..
Pour ces deux maladie.s ,pl~sieur.s points importants. doivent
être éclaircis. '.
a) - Sur le plan régional, il importe de préciser la position
systématique. des 'souche~ bactéri~nne's 4,e la Réunion par rapport à
celles des pays voisins'(Maurice, Madagascar' et, .pour la gom:mose,
Natal). " .
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Pour ~a gommose, la .comp.~raiso~ de la souche réunionnaise
et de la nouvelle souche maurici!3nne',' responsable d'une épidémie qui
sévit dans cette île depuis 1964, presente un intérêt tout particulier.
Pour le leaf scald, l'île Maurice assiste elle aussi depuis deux
ans à une recrudescence de la maladie, et il serait d' un très grand
intérêt de comparer les souches des deux Oes des Mascareignes à celle
de Madagascar où le leaf scald est une maladie importante.
b) - Sur le plan local, il im.porte de rechercher si l'on peut
mettre en évidence 11 existence à la Réunion de différentes sou.ches bacté-
riennes; en particulier, il serait très in~éressant de voir si l'on peut
retrouver pour la gommose l' àncienne s'ouche qui avait intéressé l'île
jusqu~ vers les années 1930. Autrem.ent dit, il est nécessaire d' entre-
prendre l'étude épidémiologique de la gommose et du leaf scald à la
Réupion. .
En .'.ce qui concerne le 'leaf' scald, l' é~ude d'aucun .dès' deux
points (a) et (b) ci-dessus n'a jusqu'ici été entreprise.'
. . •. Pour la gomniose, le poinl (a r a déjà fait l'objet d'importants
tr~vaux effectués à' Kew en Angleterre par HAYWARD (5) .' en: 1960-6i.
Ces' études, portant' sur l~' comparaison des souéhes'de Maüric'è, de la
Réunion, de Madagascar, du Nata:l et de Rhodésie d~'JSud;: ','Ont perm.is
de distinguer' deux. grànds groupes parmi ~es souches ': d'une part le
groupe Maurice-Réunion, d'autre part le groupe Madagascar - Natal -
Rhodésie du Sud. Ces 'deux groupes diffèrent èïitre' E!ux par des carac-.
tères: morphologiques, culturaux ët physicilogiques" stables finucosité,
hydroiyse de l'am.idon et de la gélatine).' Mais' au 'sein' l'un' :rhê'nie groupe,
les souches sont indistin~ables entre elles, sur la base de ces mêmes
critères; elles' ne .diffèrent que par leur Virt.tlencè éf'par le comporte-
m.ent de certaines variétés de canne à leur égard •. 0": ...... .' :; ,':. ,'~ ..
. ,: Il apparaît donc que les travaux commencl3s -par HAYWARD
doivent être 'poursuivis plus à fond; 'en faisant àppèi à ci~s c'iitères plus
'raffinés que ceux. généralertient retentis en -h~dériologie 6i~ssiq~e'.
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La littérature laisse ,apparaître que, durant ce dernier quart de
siècle, l'utilisation des bactériophages n'a cessé de prendre de l'impor-
tance dans l'identificatio;n ,et le typag~ des 'espèces et des' souches bacté-
riennes, et que cette méthode s'est révélée être dans certains cas d'une
très grl;l.nde. valeur pour les études épi<:lémiologiques et pour la différen-
ciation ~d'~s souche~ bactériennes (6 à 10, 13 à 16,18 à 23).
• t' •
'. . Nous avqns, don.c pensé que, pour l'étude cÏ.e.s p'oints (a) et
. (b) .'ci-dessus, il s~ra:it· jntéressant, en, pius des techniques· de bactériolo-
gie classique, de faire' appel aux bactériophages. C~tte 'voie semble
d'autant pl~s prometteuse 'que déjà' en: -1~63, HAYWARD a isolé un bac-
tériophage cie feuilles de canne, du Natal atteintes dé' gbmmose. Ce phage,
• ,0" .', < • .' •
actif sur la souche de g9mmose du Nata.l et sur celle de Rhodésie du
.", .' .
Sud, est iné\-ctif sur celles de la Réunion, de Maurice et même de Mada-
gascar.
. C'est dans cet esprit que .nous avons· effectué, du 15 Février au
12 Mars 1966, un stage à l'Institut Pasteur de Paris, dans le Service
des Bactériophages. Ce stage avait été précédé d'un séjour d' u~e semai-
ne au Laboratoire de Bactériologie Végétale de l'Institut National de la
Recherche Agronomique à Versailles, pour préparer et purifier les
souches qui nous avaient été confiées.
Nous adressons nos plus vifs remerciements à Monsieur M.
RIDE, Directeur du laboratoire de Bactériologie Végétale de l'INRA qui
s'est chargé de toute l'organisation de ce stage, qui nous a accueilli
dans son laboratoire pour le préparer, et qui en a suivi et facilité le
déroulement. Nous sommes très reconnaissant au Docteur P. NICO LLE,
Chef du Service des Bactériophages à l'Institut Pasteur, d'avoir 8.i.ma-
blement accepté de nous prendre en stage dans son Service. Nous
remercions tout particulièrement le Docteur J. F. VIEU, Chef de
Laboratoire aU Service des Bactériophages de l'Institut Pasteur, chez qui
nous avons effectué ce stage; il ne nous a ménagé ni son temps, ni ses
conseils et s'est aimablement offert à toute forme de collaboration qui
pourrait s'avérer nécessaire dans l'avenir. Nos remerciements vontaus-
si à Monsieur R. ANTOINE, Phytopathologiste au Mauritius Sugar
Indùstry Research Institute, et à Monsieur P. BAUn IN , Phytopatholo -
giste à l'.IRAT-Madagascar, qui nous ont fait parvenir du matériel végétal
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de canne È!- sucre de ,Mauric~ et. <;le Madagascar.
,1 LISTE DES SOUCHES MANIPULEES
- . .:..
...
, La plupart des souches que nous' avons ma:nipuléie~'nous ont
. été fournies par M. RID E : ce sont les souches 'des" 'différéntes espèces
de Xanthomonas qu'il a en collection à l'INRA à Versailles. ~ous
avons en outre manipulé des souches' de Xanthcj'monas vasc:ulorum et
dt autres pactéries,' isofées soit par M. 'RI DE' soft p'àr "·nou·s·~m.ê:ine, de
feuilles' de cannes reçues de Maurice: et de' Madagas'car~' .
'P~ur~'les 'sbJches deXanthorrionJs',aEWla'~cohectioi~~ M. RIDE,
nous aV0:t:ls effectué une purification de chaque souche avant de débuter
notre stage à l'Institut Pasteur, et nous 'avons 'été· am.ené à séparer des
variants pour certaines souches.
Le, tableau l ci-dessous donne la lis~eco:i:nplète des souches
que nous avons m.anipulé.es.
.1
" '):
., ......
. : .; "
, '.
" ,l
, .'
"
"' i'
: .....
.:. :
. ' ,"
.. : ..' .
. ... ~ ' .
TABLEAU l
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LISTE DES SOUCHES
--------------- -------------~---------------------~----------------
. NQ de
souche
NQ correspon-
dant dans la
collection de·
M. RIDE
Nom
spécifique Observations
6 294 _11-
7 293 _"-
8 134 _11-
9 175 ._11-
·1. "499· X. vitians
2 498-; . _"-.
3 500 _11-
4 .48~ ) X. vasculoru1ll., 482 )'
10
11
12
173
157
164
_11-
IX. pelargonii
_11-
Fournie à M·, RIDE par M.P. STARR
.-11-
_"_
La soùche 482 de la collection de M. RIDE à été iso-
lée de feuilles de cannes des'Hauts Fiateaux de
Madagascar. A la purification, nous avons isolé
deux variants
- notre'souche NQ4 : grandes colonies (~ 0,5 à 0,7
mm au bout de 3 jours.);
. - notre souche NQ5 : petites colonies (~ 0,2 à 0,3
. mm au'b·out de 3 jours) .,.
Ori.ginai·r~ de la Réunion
_"-
'Originaire de Maurice
Cette souche nous a été donnée comme étant la souche
61 AD de la collection de l'Institut Pasteur. La
. .
souche 61 AD est originaire de Maurice. Nous avons
tou~ lieu de penser qu'il y a eu une erreur:de
transcription dans·la collection d~ M. RIDE, car.sa
souche 175 réagit vis~à~vis des'antibiotiqu~s exac-
tèmeint de la mêmè'''~al:ii"~ré' que nos souches 4·' et 5
(NQ 482 de M; RIDE) originaires de Madagascar
(~f. tableau:X ). .
Originaire de la Réunion = souche 61 AM de la collec-
tion de l'Institut Pasteur. :
Isolée de Pelargonium zonale :par Mme. LEMATTRE.
_"-
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TABLEAU'I (suite)
J .....
463 a
463 b)
463 b)
16
17
15
18
19
NQ de
souche
1
NQ corres~on-; .
dant dans la ; Nom Observations
1 collection d~; Spécifique l ,
. M. RIDE ". . " '. . " , " " . ." .
--------,--------------!-------~-------!----------~-------------------------------------------
13 176 ) l , "14 176 ) X. juglandis ;Isolée en 1961 par M. RIDE de, taches f~liaire~ du
;noyer, la souche 176 nous a donné deux souche~ à la
jpurification :
!. ! - ,notre souche" N.~:13 .:.~g~~~e~ colonies (~ 1,0 à 1J 5
!mm au bout de: 2" jours), 'jaunes;
l'
; - notre souche NQ14 : petites colonies (~ 0,3 à 0,4
;mm au bout· de 2 jours), blanches. Il faudrait faire
;une détermination précise de cette souche pour savoir
;si ell~ co~respond à un mutant blanc de X. juglandis
jou à une autre espèce bactérienne.
X. juglandis !Les souches 463 a et 463 b sont deux mutants que M.
! RIDE a séparés d'un même isol~ment qu'il a effectué
! en 1963. ' .
, ..... . . ' ,. .
;A la purification, 463 a nous a donné une culture pure
;homogène, tandis que 463 b nous a donné deux variants:
.. . .'
! ~ not~e souche NQ16 grandes.colonies (~ 2 à 3 mm au
!bout·de 2 jours);
,. .
; - not~e souc~e NQ17 petite~.colonies (~ 0,5·mm au
jbout de 2 jours).
CS 18 ) , '. !Isolée en 1957 par M. RIDE de feuilles d'artichaut, la
) ,Xanthomonas d,e,' '.. ,CS 18 .. l" articmut .. .' souche CS 18 nous a donné deux: variants à la p~ifica-
! ". !~ion :
! '. ';....... n;oire souche NQ18 : é;randes: colonies ( ~ 1,D à 2mm
"~ ;~u .PC?,ut. de 3 jours); , ..
. .'
,..!, :: 'riotre souche NQ 19 : petites. colonies (~ 0,5 à 0,7
';,!!J!lII: au bout de :3 jours). :"
.. T..·· - .,', . . .... -:." .
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TABLEAU l (suite)-
NQ de NQ correspon- I
sOl.whe dant dans la'; Nom ,
1 collection de; Spécifi~ue , Observations,
, M. RIDE" .
--------~--------------,---------------,--------------~---------------------------------------
, l ' " , , '20 .. ,.. CS 27')' , _11_ ; Isolée en 1956 l'8;r M. RIDE d.e capitule dl artichaut, la
21. CS 27) !: ;souché CS .~7nous a donné deux variants à la purifica:..
,
'tion :" . '
! ,
_"-
!
! -·notre souche NQ20 : grandes colonies (~ 1,5·à 2 rem
- Jau bout de 3 'jours);
1
; - notre souèhe NQ21 petites colonies (~ 0,5 à 0,7mm
iau bout de 3 j~urs).
!Isolée en 1957 par M. RIDE de pédoncule de capitule
!d ' artichau1;. ,
" ';Les souches CS a à CS f ont été isolées en Juin 1957
;de' différents, capitules d'un même champ d'artichaut~
'(isolements de M. RIDE).
!' ,
Il
_11-
_11-
_"-
_11-
_11-
_"-
_11-
, _11_,
X. pruni
X. phas~oli
malvacearum!Isoiéede cot~n en Républi~ue Centre Africaine.
l'. ,
;Cette souche ~st un m~tant de la précédente, que M.
iRIDE a trouvé résistant au quinoléate de cuivre.
X. begoniae' !Isolée, de Begonia par PRUNIER en 1957.
1
iFournie à M. RIDE par M.P. STARR
!
l, ".,
X. taraxaci ipr~venant de NIEDERHAUSER
'X. vesicatoria!Isolée de tomate en 1953
1 •
X. juglandis .'Souche "de LIUSETTI
,. .
_II.;.,'? '" !Souche de L'IUSETTI ne semble pas
!détermination à.revoir.
1
iSouche de LIUSETTI.
, !
N 23-14
459
412
411
.:. 410-
LA 30
,N 13-18
N t8-12
22 '
23
24
2:' ..
26
27
28
29
30
38
31
32
33
34
35
36·
37
- 8 -
TABLE,AU l (suite)
Observations
?
?
Nom
Spécifique
. !
40
41
NQ de, !N~ ,correspon-
souche !dant dans la
!collection de
!, M. RIDE ,,:!
_______ l_~---_-_------~!------~-~~-----'-------~-~---- : ~-~----------~--------
39 !? Isolée en Février 1966 par M. HOARAU de feuilles de
canne atteintes de gommose des Hauts Plateaui de
Madagascar; petites'coloni~s rondes,.transparentes,
lisses, jauÎle':'crême,' devenant opaques et jaune foncé
avec le temps,; ~ 1 mm au ,bout de 2 jours.
..: .
Identique à la précédente, mais colonies plus grandes
(~ 2 à 3 mm au bout de 2 jours).
Les souches 39 et 40 semblent,être deux variants dlune
~ême bactérie. Cette bactériè,possède'de 4 à,6 cils
pér'itriches : Erwin:i:§.. ou l1avobacteri,um ? Déterrni.rJa-
tian précise à faire.
Au bout d~ 8' 'jours",' est apparue sur les boites dt iso-
lements qui ont donné 'les souches 39 et 40, une bac-
térie donnant des colonies tr~s petites (~ inf. "à
0:2"mffi), transparentes, ronde~, à bords entiers~
muquéuses et ayant tendance'àconfluer. A. la sépara-
tion,: cè germe'a refusé de pousser sur les milieux
dont nous disP9sions.
42
43
?
?
Isol~e par M. ~OARAU en 'Mars 1966 de feuilles'de can-
ne (variété' Lousier) atteintes de gommose et venant de
Tuiéar (Madag~~car).'Cettebactérie à'croissance très
rapide donne d~s"coionies Jaune-crêmé"très muqueuses
et'confluentes, présentant Un~' de 0,2 à 0,3 mm en
moins de 24 he~es •. Est-ce X. vasculorum ? Ce germe
doit êtr7 préc~sé avec précision. (cf.§ 2,p.37).
Isolée par M. HOARAU en'Mar~ 1966 de feuilles'de can-
ne (variétévM. :147/44) atteintès de leaf scald et
venant de Maurice. Cette souch~, qùi n'est certaine-
ment pas ~.albilineans, a été isolée parce quièlle
,,! rappelle beaucoup les souches 3.9 et 40 ci-dessus.
- 9 -
TABLEAU l (fin)
. ...
o b s e r vat ion s
. ~ . .
X.vasculorum, ! Isolée par M. ,RIDE en Février 1966 à partir du. même
matériel qui nous a donné les so~ches 39 et 40. Cette
souc~e 45 est un~'souche·de gommose des Hauts Pla-
teaux de Madagasèar. . ' :,',,' '\ i
407-145
NQ de NQ correspon-
. ~ouche dant dans la Nom
'! collection de ! '- SpécifiClue
~---~-~-~--~~-~~~------~-------~-------~-------~---------------------~-~----------------------44!' !.?" " ! Cette souche, isolée pa.:r; M. HOARAU en Mars 1966 à
J '!' ! partir du même matériel végétal que la souche 42 1 est
'!' , ! proba?;I.e~ent un ~~riant de la souche 42' à: développe-
ment un, peu plus lent. '
. ~.
"
.'; ,"
50
Les souches 49 et 50, q~ pourraient bien être respe8-
tivement la nouvelle et i'ancienne souches de gommose
(X.vasculorum)de Maurice, n'ont pu être'iddntifiées
avec plUS de précision, èar'elles n'ont pu être sépa-
rées' i;tue le jour même de la fin du stage qui fait
l~objet du présent 'rapport~" .
_"_
Isolée par M. RIDE eil Ma~s' '1966' d.1.f \n@me:inatériel
végétal que la, souche 47. Bacté:i:'ie:-ja.'ù.ri~1 lisse ~ Ne
semble pas être· un' X.:vasculorum;à déterminer ave~
prGcision. ".:!, ,. ,
Isolée par M. HOARAU en Mars 1966'~'.'pàr~ir du même
matériel 'Végétal que- celui qui a: donilé'a~I. RiDE les'
souches 47 et 48. Bactérie jaune-crême 1 -très muqueuse 1
, colonies petites ($6 0;2 à'O,3 mm 8 jours après l'iso-
;. ,lement) •
. "
Isolée par.M. HOARAU en ~~rs 1966 de feuilles de can-
ne (variété Lousier) venant de Maurice et atteintes
de gommose (supposée @tre l'ancienne souche).Bactérie
jaune-crême, 'muqueùse 1 colonies petites ($6 0 1 3 à 0,4
! . mm 8 jours après l'isolement).,
!
.. : ",
! Isolée par M.RIDE en Mars. 1966 de fe~'~l~s de'canne
(variété M.147/44) atteintes de'gommos~,(nouvelle
souche) et veIl8.Ilt de Ma:urice','B,a.ctérie' très muq,ueuse.~ !
!
. !
?
?
.1'
_11-
_11_ ?
!'
! .
., ••I.~.....'.: ~
!. .: .
! '
" .
... ~
: 49 '
46' ! 407-2
,,'; , 1
:' 47, ' ;Nouvell,e' souche;
• 'M •
, .' !
, ,
!
; ,'48" !' Nouvelle souché
! ',·L !
l ,
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II - MILIEUX DE CULTURE UTILISES
,. ','
Les ,souchGS de Xantho:mdlias de la collection de M. RID E ont
été purifiées et cultivées sur YDA (Yeast' E;~tract Dextrose'Ag~r). Sur
ce, :mip.eu la croissance de ces ger:mes 'est abondante, :mais très :muqueu-
se. ' c.ette':~u~~sitè es't une 'gêne pour la recherche deS!. bactériophages;
c'est pourquoi toutes les souches ont été repiquées sur Gélose Nutritive
aVçmt le début de ~otre stage. à l'Institut Pasteur. Sur Gélose Nutritive,
la :mucosité dispàraît, :mais ,la croissance est très faible •
. . Pour 'la r'echerche des ba~tériophages, il faut utiliser' de~x
sortes' de ':mili'etix: cl. ,une part des :milieux liquides pour la régénérationet
la ~ultiplibatièm des ~o:~pùscules bactériophages en présen'ce de' la bacté-
rie sensible, pour l'incfuction des souches supposées lysogènes, pour
l'obtention de filtrats actifs; d'autre part des :milieux solides poùr la :mise
en évidence de la lyse bactérienne qui se traduit par l'apparition' de
plages sur la surface de la gélose, : et pour le titrage des bacté,rlophages.
Dans le but de réduirè la :mucosité des cultures, il e~t bon
d'utiliser des :milieux sans sucre et, sans extrait de levure. Al' Institut
Pasteur, nous avons donc co:m:mencé par essayer de cultiver noc souches
sur les :milieux générale:m~nt utilisés au Sèrvice des Bactériophages. Ces
:milieux ne per:mettant pas une croissance suffisante, nous avons dû leur
i'ncorporer, avant' l' ense:menceIl?-ent par la bactérie, une certaine quantité
de sucre et dt extrait de levure.
A - Milieux liquides
Nous avons essayé divers :milieux liquides.
1/- Eau peptdnée ordinaire
La co:mposition de ce :milieu est la suivante
Peptone Vaillant 5 B '*
Na Cl,
Eau
30 g
6 g
1000 g
* - La Peptone Vaillant 5 B est la Peptone Bactériologique 5 'B prépa-
rée par le laboiatoire Vaillant-Defresne (77, rue Falguière - Paris 15e).
C'est une peptone pancréatique obtenue par diges~ion trypsiquè de fibrine
de sang. Forte:m~nt protéolysée', cette peptone con,tient de no:mbreux acides
,a:minés dont 'le tryp,tophane, elle est exe:mpte dl ix:dol et d' hista:rnine.
•- 11 -
Le développement des Xanthomonas en eau peptonée 0 rdinaire
,,··.·ést très' .faible 'et -insuffisant.· En ajoutant à l'eau peptonée <;>rdinaire de
•• h l'extrait. de. levure. et du glucose, de façon à réaliser une concentration
finale app'roximative de.' 0 , 3%" et de 2% respeetivememt',- le développement
reste insuffisant,
2/ - B ouillon Nutritif
Nous avons essayé de cultiver nos germes en bouillon nutritif
additionné au moment de l'emploi d' extré!-Ît de levure (0,3%) et de
'saccharose (3%) ou. de glY~é~ol (2%), Là. croissançe a été :un peu
. meilleure mais qu~nd ~ême in·~~ffi.E!ante"
3/ - Eau peptonée SC
Le seml milieu qui nous ait donné satisfaction est l'eau pepto-
née SC, additionnée au moment de l'emploi d'extrait de levure (0,3%) et
de glucose (1 %) '. L~s souches bactériennes présentaient dans ce milieu
une croissance satisfaisante' au bout de 4 à 5 jours au bain-m.arie agité
à 28 0 C. Si les cultures n' étaient 'pas agitées, la croissance était beau-
coup plus lente,
La composition de l'eau peptonée SC est identique à celle de
l'eau peptonée ~rdinaire; on ne fait que remplacer la peptone Vaillant 5 B
pa r la peptono SC'!'
. '.B'- Milieux solides
Nous avons utilisé à l'Institut Pasteur deùx milieux solides,
1/ - Gélose Vaillant
Ce milieu a la' composition' suivante.
Na Cl
Peptone Vaillant 5 B
Gélose
Eau
5 ,g ..
20 g
17 g,
1000 g
* La· Peptonè SC est prépar'ée par les Etablissements Réactifs
(91, avenue Paul Vàillâ'nt-couturie'r à .G~nti!lyi" Ce.tte. p~ptone' pa:ncréati-
que est un lysat de plusieurs protéines, la plus forte' proportion étant re-
présentée par la caséine, Elle contient la plupart des acides aminés dont
le tryptophane est exempte d' indol et de glucides fermentes·cibles. Elle
est moins protéolysée qU'e la Peptone Vaillant 5 B.
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Pour obtenir une 'croissance convepable sur ce Inilieu, il
est indi'spensable dt éta1'er stérilement à sa surface, juste avant 11 emplo~
.un ,peu d'eau peptonét:.'l SC c~nte'nant,du glucose et d~' l,' ex~rait de
levur~, de façon à réaliser' une concentration finale d'environ 1 % en
glucose et 0,3% en extrait de levure.
2/ - Gélose SC
Sa composit~on est 'identique à celle de la Gélose Vaillant,
'sauf que la peptone SC remplace la peptone Vaillant SB. 1·ci aussi, il
est nécessaire d'étaler à la surface de la gélose, juste avant l'emploi,
une solution de glucose et dl extrait de levu.re, de manière à réalise!'
une concentration finale dl environ 1 % en glucose et 0,3% en extrait de
levure.
Sur ces deux milieux, la mucosité est relativement peu accu-
sée et la ,croissance est moyenne.
III TECHNIQUES DE RECHERCHE, D'ISOLEMENT, DE
REGENERATION ET DE TITRAGE DES BACTERIO-
PHAGES.
Les source.s naturelles des bactériophages sont constituées
d'une part par les bactéries lysogènes; d'autre part par tous les
milieux contaminés par les bactéries ,( égouts, terres, produits patholo-
giques, organes malades).
A - Recherche de Phages de Lysogénie
On sait que certaines souches bactériennes libèrent, dans les
conditions normales et pendant la phase exponentielle -de leur croissance,
une ou plusieurs variétés de bactériophages actifs généralement sur des
souches de la même espèce ou d'espèces voisines. Ces bactéries
lysogènes constituent une source irn,portante de bactériophages. Il était
donc important de rechercher sur les souches' que nous étudiions, des
phages de lysogénie. : ,- -
....
. ~
, l
.:.:",i
. ::
: .
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La quantité de corpuscules bactériophages libérés par ces
b,actéries lysogènes est très variable suivant les ,souches. D ans certains
cas, E111e est abondante et on 'peut alo rs obtenir la lyse éonfluente d'une
c~uche continue de la· souche' sen:sib'le en utilisant de petites quantités de
la culture active (technique de Fisk )ou d'un filtrat q.e cette culture
active .. Dans d' a-qtres cas, la bact~rie lysogène libère si peu de bacté-
. riophages que: 'seul un a~ifice, l'.induction par ir;radiation aUX ultraviolets,
permet de mettre en évidence le caractère lysogène de cette bactérie .
.Pour la recherche des phages de lysogénie, nous'· avons donc
mis en oeuvre trois techniqu~s": la tec'hnique de Fisk, la technique de
11 épreuve de souches. considérées comme sensibles' vl,s-à-vis de filtrats
.de cultures de 'souches· considérées comme .actives , l'induction aux
rayons ultraviolets.
1/ - Technique de Fisk
Cette tech.I?-ique cons~ste à déposer sur une culture sur milieu
solide de la souche conSidéré.e com.me sensible, une anse de culture
d' une souch~ considérée. comm.e active. Si la souche' active produit un
ou l'lusieurs b'actériophages actifs sur, la souche sensible, il a'pparaît une
figure de lyse à l'endroit où lion a d~posé l'anse' de culture active.
2/ - Epreuve des souches sensibles par des filtrats de
souches actives·( 16)
Une culture en milieu liquide dl une souche supposée lysogène
est filtrée sur' bougie, de façon à obtenir un filtrat stérile a0icrol;>ien.
La dimension des bougies doit être telle qu 1 elle retiê;tt les corps bacté-
.r:iens, mais laisse passer les éventuels corpuscules bactériophages. Les
pougies Chamberland, pâte L3, conviennent parlaitement. Il est néces-
. sa~re d'attendre, avant de filtrer, que l'on ait un développement assez
.important de la culture, de façon à obtenir une concentration' suffisante
en 'bactériophage dans le filtrat ..
On dépose ensuite une goutte de filtrat sur une culture sur
milieu solide de la souche considérée comme sensible. Si le filtrat con-
...
·tient un ·ou de.s· b.actériophages actifs sur cette' sO,uche sensible, on
'obse·rve un,e ·lyse de, la culture sensible à l'endroit oùl l bn 'à déposé
la goutte :dé.. ·filtrat ..
. Si 'la souche lysogène libère beaucoup de corpuscules bacté-
riophages, il ·.,stiffit d' une goutte de. filtrat pour obtenir ia 'lyse confluente
de la culture sensible .. Au cas où la souche, lysogè~e libèr~ peu de
, ,
corpuscules, on peut être amené à examiner les emplacemeint·s de
plusieurs dizaines de gouttes avant de trouver une seule plage.
3/ - Induction, aux rayons ultraviolets _.
- .' ,::: .. "
;.
Certaines souches lysogènes, dites "défectives"', libèrent
spontanément si peu de bactériophages que cette .libération peut passer
inaperçue. En exposant pendant un certain temps aux rayons ultraviolets
une culture de cette bactérie en ~pparence non lysogène pendant sa
phase exponentielle de croissance, on peut augmenter sa libération de
bactériophages. Cette augmentation peut être considérable avec certai-
nes souches, pour d' au;tres souches elle est beaucou}) plus fé!Üble, et il
y a' même des cas où ..1
'
irradiation aux ult.raviolets ,ne donne' aucun
. ré s'ultat.
~ou:r l'irradiation, il faut uti.lis~r une lampe à vapeur de
mercure à haute tensio'n et bassë pression" développant une énergie de
4.000 ergs par mm2 et par minute: à 50 cm de distance, et produisant
des rayons dont la majorité sont situés au voisinage de la longueur
·d·londe 2.537 A.
Pour, p:r:-atiquer 1.1ir~adiat~on, on verse la culture liquide que
l'on veut induire dans une boîte de Pétri stérile, et on expose cette
" : .. b·o·ît~ .aux· U .Y. :;Pendant t~ut le t.eInps de l'exposition" le ~quide est
'. . :' .' agité,.par··balancement de la b~îte. Le temps optimal dl exposition est
déterminé par tâtonnement : nous ~~o~s 'e~'saYé' 1 .minute et 1 minute 1/2.
Après l'irradiation, la culture est transvasée stérilement dans un tube
'.: .f'. '" "et remis à;.: l' étUVé. ou ~~. bain,-mari~. ~gité.
. .' '.. ..' , ,. . , ':. f:· . ! •.•. '.
:..
. -,15 -
'," ",'
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On réalise des témoins. non irradiés en prélevant un peu de
la même culture liquide que l'on place à 11 étuve ou au bain-~arie en
même temps que les tubes, contenant la culture irra,diée •
. ,
Si l.a culture irr:ad~ée ~st ind~ctible·., il se produit une lyse
dans les.h.eures. qui. suivent. En, compa,.rant les tu~es irradiés aux tubes
. témoins no~ trradiés, onpeu~ obs,erver à lloelf, ou mieux' par la mesu-
re de ,la depsit~ optiqu~ .a~ turbidimè~re, un éclai~cissement.des cultures
irradiées. En mêrne temps, les titra'ges. des, fi.lt~ats des culturee met-
tront en évidenceun,e augmentation du nornbre de phages libérés par les
cultures irradiées par. ré\rpport aux témoins non irr~~iiés.
Les· fi.l~rats de la souche induite peùve'nt ~ussi être éprouvés
sur dl autres sou,?hes de la mê;rn,e espèce ou d'espèces voisines, en
opérant comme il a été indiqué au paragraphe 2 ci-dessus'.
B - Recherche d~ bactériophages exogènes
_1' •
D ~ nomb reuses public~tiops re~atent l' isolement de biCté rio-
·phages à partir des parties .a,tteintes d' une plante malade, où à partir
,de la terre prélevée au p.ied de c;:ette;;' plante malade ( 1,4,6,7,8,9,11,12,
17,19). ' .
.Au ,cours de notre stage à l'Institut Pasteur, .nous avons reçu
des feuilles de canne (variété :J;...o~sier) atteintes de ','gommose provenant
de I.\Iiadaga~car : Hauts Plateaux' et Tuléar.' Nous aVC;l'ils ~'gale'rnent reçu
de l'île lviaurice, d'une part des feuilles de canne atteinte'è' de' 'gommose:
variété Lousier (an~ienne souche supposée). et variété' M .. 147/44(nou-
velle souche); d'autre part de~ feuilles de canne (variété M. 147/44)
atteintes de leaf scald.
A partir de ce m.atériel, nous avons tenté 'd'isoler les bac-
téries responsables des de~ rn~ladies : Xanthorr.lorias ·;ascdlorum. pour
la gommose et X .albilinèans pour le leafscald., Ce matériel a:'également
été utilisé pour tenter d'isoler des bactériophages actüs' sur Cel? bacté-
ries.
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, ,,' Diverseàméthodes peuvent être' employées pour l'isolement de
babté'~i~phages :à. partir' 'de mat~,riel végétal. Quant à nous, nous avons
opéré de ,la façon sUiva.:nte.:,; ,,','
Des feuilles de canne présentant les symptômes de la maladie
(gommose, ou leaf scald) sont stérilisées en surface pà:r l'alcool à 70° et
le bichlorure de 'mercure, ët' rincées abondamment à l'ead stérile. Ces
feuill~s ' so~t ens~ite broyées finement en présence d,' eau' stérile. Le
broyage es't eff~:ctué' soit 'au mortier, stérili,sé, ~n :présenc,e :d~ sable de
Fontainebleau stérile, soit au mixer Turmi.:?c do~t lë' b'ol a été préalable-
n',ent stérilisé' à l'autoclave. '
Le broyat obtenu est laissé à la ,température du laboratoire
pendant 8 à '10 heures, puis placé au réfrigérateur pendant 3', à 4 jours.
Au bout de c'e temps, il est ramené à la température du i~b'oratoire par
.' ~passage à l'étuve à 37°C pendant 2 à 3 heures.
Le liquide de macé ration ainsi décanté, est soutiré à la pipette
et éprouvé sur des cultures sensibles, soit directement, soit après filtra-
tion' sur bougie L3 de ce liquide. "'Pour effect~er cette épreuve, on dépose
à la surface' 'd icine couche continue de la culture sensible en boîte de
Pétri environ 2 m.l du liquide, de macération. Le liquide est étalé sur
toute' la surface de la culture par 'agitation de la boîte, et' l'excédent est
pipeté à la pipette Pasteur stérile. 'Là culture, estreplaqée ,à l',étuve et
examinée; au bout de' 24 à 48 heures.' Si on observe cië~' ï)lag~~, c'est
• < '"
que' le liquide de Inacération contient un ou des bactériophages 'actüs sur
la culture en question. ';',
C - Isolement dl un bactériophage de lignée pure -RégénéraHon
du bactériophage
Si par 1" une de's techniques exposées ci-dessus, on arrive à
mettre en, ~vidence une 'lyse ba.ctériophagic(~e, cette lyse peut être due à
un mélange' d'e plusie-d:rs :phages. Il peut donc être né'cessaire de sépare r
les phages les uns des autres pour obtenir des phages de lignée pure.
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Pour cela, il faut partir de plages bien isolées, car la plage
est 1S. lési~n élémentaire produite, dans une culture en couche 'continue
de la bactérie sensible, par la p'rolifération d'un uniqùe corpuscule bac-
" .'. té~iophage déposé à cet endroÜ;., L'e~ plages ont' ~es' aspects et des
dimensio~s fort variables suivant les bactériophages; mais en principe,un
phage de lignée pure 'fournit des plages à pèù près ideIltiques.
. ~ '.. .
Dans l' ~mplacement d 1~ne goutte de filtr~t (ou' dl une dilution
conv~nable de ce filtrat, si, le 'filtrat non dilué donne la lyse' confluente ou
des plages trop rapprochées), on repère une plage bien' séparée des
autres. On prélève' cette plage en découpant autour' dl elle" stérilement
au scalpel flambé" un petit cube de gélose" Ce prélèvement doit être fait
d,§ faço~ à ce ,que le ,p~tit ~ube degé'lo~e'comprenne à la' fois la plage
:et u~ peu' de la cultu~'e'. sensible non lysée" ~ar 'le phage' ne; pèut se
multiplier qu '.en présence c:l;u germe sensible.' On' transfère' alors le cube
de, gélose dans' un milieu liquiq,e et on 'cultive à fI étuve ou au 'bain-marie
a,gité.
Cette culture de régénération du phage est' ensuite' filtrée 'sur
bougie L3, et le filtrat est titré sur la culture sensible. Nou~ indique~ons
plu~ loin la ,technique de titrage.'
'. '
Pour avoir la certitude de disp'oser d'un bactériophage de
lignée pure" il est conseillé dl opérer' plusieurs séparations successives
(trois suffisent généralement) à partir du prélèvement de la plage 'bien
séparée; chaque séparation étant suivie dl une régénération, dl une filtra-
tion sur bougie L3 et d'un titrage sur le germe sensible ~
D- Titrage dés Baetériopha'ges
Nous avons dit plus haut· qu'une ;plage est produite par la proli-
fération d' un unique corpuscule bactériophage déposé à cet endroit. Une
technique de titrage, la plus précise, consiste donc à compter le nombre
de plages formées, par un volume déterminé dl une dilution donnée de la
suspension de bactériophage, sur une culture en 'couche continue sur
gélose ,du germe sensible. Cette méthode de titrage par nurrération des
plages s I-appliq~e à tous les bactériophages' qui donnent des plages nette-
ment visibles.
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Pour effectuer le titrage, on Cdmrp.epce ,par opérer une série
décimale de dilutions de la suspensio~ d~ ba,ctérioph.~g~ : par exemple
~e 10-1 à 10-1,0 ~ Puis,' 'ort dépose ~ne goutte de la susp~n:sion 'non diluée
et une goutte' de' chaque dilution sur. la surface d' une boîte de gélose
. . . "'.
préalabiement ensemencée en couche continue ~vec ,le germe sensible.
L;empla.'çement .de chaque goutte e.st repéré par un quadri~l~ge tracé au
préal~ble au dos de 'la boîte avec un crayon feutre. Après un" temps
d ~ incubation' ~~sant, on examine avec soin les emp.lacements où l'on a
déposé le~ gouttes.
On observe p,ar exemfle que 'la ê3uspension non diluée et les
quatre premièr~s dilutions (10- , .10-2,,' 10~3, 10-4 ) lysent ~~mplètement
la culture en couche continue : c'est ce qu'on appelle la lyse, confluente
(~C). Pour les phages tempérée, <;::ette lyse peut êtr~ voÙée' par l'appa-
rition d'un.e culture secondaire : on a alors une lyse confluente voilée
(LCV), La cinquième dilution (10-5 ) donne une lyse da:ns lé?:;q:uelle des
traces de culture sont visibles de place en place : on a la"lYl!le presque
confluente (LC - ou < LCV-, selon qu'il ni y a pas ou qu 1il Y a apparition
d' une, cuJture secondaire). La dil~tion suivante, .19-6 , donne des plages
.très nombreuses et trop rapprochées, pour, qu'on puisse le~, compter
sans erreur,' Pour la dilution: 10-7 ; les plages sont" bie:q. s~I?~rées, et
on dénombre par exelnple 23, Pour la dilution 10-8 , on obtient très peu
de plage"s, par exemple', 2, Enfin pour les dilutions 10-9 et 10-10 , il ne
se forme pas de plages',' "';
Le calcul du titre se fait d'une façon très simple, Supposons
que les gouttes soient' déposées 'avec une pipette calibrée qui. donne XL
gouttes au ml (c 1 est le cas des pipettes utilisées à l'Institut Pasteur) .
La dilution 10-7 contient 23 x 40 corpuscules bactériophages au ml. La
suspension non diluée contient 23 x 40 x 10 7 = 9,2 x 109 co rpuscu-
les de phage au ml.
l
IV - LYSE NON .·BACTERIOPHAGIQUE - LES BAC'.l'ERIOCINES
.ô"
':"
.. , La bactériolyse n' est pas le propre des seulê3.. ,b.açtériophages,
,C ï'é:~t ':tin phénomène très fréquent qui peut ·être dû à.. des' çi;tuses variées
. ":40nti"le' ,bactérlo'pÏlage' 'en est une.' ..
'.:
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Les peincipaux caractères de la lyse bactériophagique sont les
,suivants :.
ser,
~lle' est ,transmis~ible,. mais cela ne suffit pas à
car dl autres bactériolyses sont transmissibles j
la caracté ri-
- soI?- agènt possède les caractèreS! dl un ultravirus il est
filtrable, non cultivable sur les milieux Usuels, et ne peut se multiplier
qu'en prés E3nce de cellules vivantes pour lesquelles il est· doué d' activité
spéci.fj.que j
son" agent possède un' grand pouvoir cl 1adaptation au;x varia-
tions des condition's (phy'siques, chimiques, biologiques) aiIxquelles il est
soumis.
La bactériophagie est donc' une' maladie infectieuse des bactéries,
provoquée par tin' ultravirus ': le bactérioph~ge.·
De nombreux autres cas 9,e bactériolyse ont été observés qui
ne répondent pas à ces caractères .. On doit mentionner,' en particulier,
des ças d' antagonisn~e très spécifique entre certaines souches ,bactérien-
nes dû à ~a production de substances antibiotiques' aux,quelles on a donné
le nom de bactériocines (3) .
, ; Les bactériocines paraissent être des protéines plus ou moins
complexes. La plupart dt entre elles se fixent sur des' récepteurs spécifi-
ques qui peuvent' se perdre par mutation 'de résistance. Elles ont des
proprié'tés antigéniques.
La production des bEtctériocines est très généralement indudible
pa:: les .rayons ultraviolets, et cette biosynthèse est létale et cOlnparable
; au développement du prophage des souches lysogènes. Cependant, après
induction, la ba'ctériocine seule est mise, en liberté et le facteqT bactério-
. .
cinogène reste à l' ~ntérieur de la cellule produétrice. 'La bactériocine est
donc inçapable de se multiplier comme le phage, car il' lui nJ,anque le
~étërminan'~ génétique qui est inclus dans la' particule de phage ,et qui induit
sa reproduction.
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, , Ce,rtaines bactériot:ines sont sédimentables à l'ultracentrifuga-
tion et pourraient être des particules de phage incomplètes. De plus, on
a trouvé des souches lysogènes défectives ne produisant que des queues
de. bactériophage qui tuent les souches sensibles' sans se multiplier. On
sait, en effet, que ,lors' de l'infection d' une bactérie par un phage com-
plet, la bactérie est tuée avant que l'ADN du phage niait été injecté à
son intérieur :, la queue du phage possède un principe létal pour la
bactérie.
Les souches bactériocinogènes sont fréquentes dans de nombreuc
genres et espèces différents; il existe souvent plusieurs bactériocines
distinctes dans chaq~è' groupe. Il peIDdonc arriver qu'au cours de la
recherche de bactériophages, on inette en évidénce des ,?as de bactério-
lyse dont l'agent ne se multiplie pas et peut très bien êt,re 'tùië bactério-
cine. Un tel résultat présente autant d'intérêt que la mise en évidence
d'un bactériophage. Car la production de bactériocine, qui est indépendan
te des propriétés' biochimiques et antigénique$ des souches, constitue un
caractère héréditaire stable qui est utilisé avec succès comme marqueur
permettant le typage des S'ouches dans les recherches épidémiologiques.
Une des techniques couramment employées pour' l'etude des
bactériocines est la technique de la double couche que noùs 'décrivons
ci-après. .<
On fond la gélose stérile contenue dans dé, gros tubes à raison
d'environ 20 ml par tube. Cette gélose est maintenue' c:n" fusion dans un
bain-marie' à 50°C. On la répartit stérilement en tubes" de 17':': une
première série de tubes de 17 reçoit 3 ml de gélose, une deuxième série
en reçoit 10 ml. Ces tubes sont replacés au bain-marie à 50°C.
On réalise une dilution convenable de la souche active bactério-
cinogène. On ajoute 1 ml de cette dilution dans chaque tube de 17 conte-
nant 3 ml de gélose, et on replace' ces tubes au bain-marie à 50 °C .
Puis, on étalé les 4 ml contenus dans chaque tube à 'la surface d'une
plaque de g.élose contenue dans des boîtes de Pétri. On' ,laisse. solidifier
et on place les boîtes au réfrigérateur à +.4 °C pendant 'énVirori.: 1/2 heure.
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On coule alors sur chacune d' elle un tube de 17 contenant 10
ml de gélose. On laisse solidifier et on place les boîtes retournées à
l'étuve. Au bout de 48 heures (3 jours pour les germes poussant lente-
ment) , . la souche active' ~ pou~sé dans la couche de gélose intermédiaire,.
La dÙutiè~ réalisée plu's h~ut doit être telle 'que l'on obtienne. dans la
couche intermédiairE! des colonies bien individualisées et pas trop nom-
breuses (20 à 2.5 colonies pa:r boîte) de la souche active:
On va alors tuer ces colonies en les stérilisant par le chloro-
forme. Pour cela,~n 'entrouve les boîtes retournées et on verse dans
le couverèle une d,izaine de gbuttes de' chloroforme. ,On 'ref~rme les
'b~îtes et'onles porte à 11 étuve à 3?OC pendant'-1/2 heure à'3/4heure,
pour permettre au chloroforme d'agir. Toujours àll~tuve, on'entrouve
de nouveau lE;ls boîtes, en les maintenant toujours retournées, et on laisse
évaporer l'excès de chloroforme.
On sort alors les boîtes, on étale la souche sensible indicatrice
sur la surface de la gélose et on porte à l'étuve. Quand la souche indi-
catrice a atteint un développenlent convenable, on observe, dans le cas
. , '
où la souche active a produit une b'actériocine active sur le germe sensi-
ble, des plages de lyse circulaires dont chactrne est 'centrée autour d'une
colonie de la souche active.
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'v, RESULTATS
'Les, différentes techniques exposées aux chapîtres III et IV
ci....dessus, ont été appliquées aux souches dont nous disposions (tableau
l ) .
A Technique de Fisk
,Les souches N°l à
'éprouvées par la technique de
considérées cOn},Ine f:!ensibles.
bout de 4 jours. ','
16 considérées, COInIne actives, ont
Fisk sur les souches n04,10,25 et
Les observations ont' été efféctuées
. ' "'J • • ,;.
été
26
au
Avec les souches, sensibles
actives t.estées nIa donné de résultat.
obtenu un léger éclaircisse:ment de la
2, 6,8 et 16.
4,10 et 26, , aucune 'des' 'souches
PouX: l~ so~6he sénsible; 25, 0:1 a
culture avec' i~~ soù'che's actives
On a fait une, :r:ég,énératîon pour chacun dé' ces 2k.s· '( 2/25,
6/25, 8/25 et 16/25). Les 'filt:rats des cultur~'s de régénér~~-i-on Ol1:~ É)'~0
(éprouvés sur la souche sensib~e 25 aucune lyse n'j a: ët'é obt'énuc.
LI Gclaircis'sement initialement observé ne dev~it donC' pa's' :"êtré::dû à un
. _.... .ô·· 1 .
bactériophage. . ,.' ,
B - Epreuve de cultures sensibles par des filtrat.s de so't::ches
actives
1/ - Epreuve des souches de X. juglandis par des iiltra'k3
de souches de X. vasculoruIn
Les souches de X.juglandis (souches n013 à 17 et 36 à 38)
considérées COInIne sensibles, ont été éprouvées par des filtrats de
souches de X .vasculorum (souches n04 à 10).
LI exaInen, au bout de 4 jours, a donné les résultats prése::ltés
dans le tableau II ci-après
Souche : P
, . X 4
sensible:
·XP5
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XP6 . XP7 . XP8 ·XP9 XP1Q
--------- ------- ------- ------- ------- ------- ------- --------
13 ·LCV- LeV- ·LeV- LeV- V
14 V V : LeV- LeV- V
15 LeV.... V LeV- LeV- V·
16 LeV- LeV- :LeV- LeV- : L,ev- .
17
..
.,
'.'
36 :'LeV- : LeV-" LeV-
37
- :
38 " ..
TABLEAU II
. LeV-
V
V
LeV-
V
Lev-
Lev-
LeV-
LeV~
Lev-
Lev-
V
Légende
= lyse presque confluente voilée
= culture' voilée..... à· .l' eI'I?-placement de la
. goutte, mais pas: de plage~ .visibles
= aucune lyse' 'Obse-rvée '
XP4, ... ,XP10= filtrat,s des souchesno4, ... ,10
."
On a fait une régénération pour toutes les lyses obtenues dans
le cas de la souche n016: XP4/16, XPS/16" XP:6/16, XP7/16,XP8/16,
XP9/16, XP10/16.
Les filtrats de ces culturen de ré,gé;t?-.~ration ont eu deux utili-
sa+'ions :
- chaque filtrat a été titré sur la souche sensible nO 16. Les
dilutions utilisées ont été -: non dilué et dilutions 10_là 10-6 Aucune lyse
nIa été observée, quels' que soient le filtrat et la dihItion de ce filtrat
passés sur 1a souche. sen'sible nO 16. La lyse initialement observée ne
devait donc pas être due, à. un bactériophage.
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- chaque filtrat de régé~~r,?--tion a été passé, non dilué, sur
les autres souches de X:jugl';'ncÜs (souches n013,14,15;17,36,37 et38).
Pou,r les' souches 13,15,17,36,37,38, .auc~me lyse 'n'la été observée.
Pour la s'ouche 14, des images do~teuses ont été obtenues avec lE:!s
filtrats XP5/16 et XP10/1'6. On a 'fait une ré'génération de chacun de
ces deux cas (XP5/16/14. etXP10/16/14). Les filtrats de ces deux
cultures de régénération ont été passées' sur.la souche 14 : aucune lyse
nIa été observée.
2/- Epreuve de souches de X. vasculo rum par des filtrats des
souches de X: juglandis'
Des souches de X.va,sculorum (souches n04 à 10)considérées
comme sensibles, ont été épr'ouvées par des filtrats des souches de
X .juglandis (souches nO 13 à 17 et 36 à 38) considérées comm.e actives.
LI examen a été effectué au bout. de 4 jours .. Les T.ésultats sont présentés
. dans le tableau III ci-dessous.
Souche· . .
.bl ·XP13·XP14 . XP15 ·XP16 ·XP17 ~XP36 ·XP37
senSl e: XP38
-------- ----- ------ ------- ------ ------.~----~ -~~--- ---------
4
5
6 . +++?.,.
7 +++?
8 +++? : +++?
9 : +++? ....;
10
TABLEAU III
( XP13, ...
Légende: (
( +++?
(
- filtrat de la souche nO 13, ...
- au;cune lyse observée
= figure' douteuse, donnant l'aspe'ct de nombreu-
ses plages.
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On a fait une régénération pour les 5 cas douteux du tableau
ci-contre (XP36/6, XP36/7, XP15/S, XP'36/S', XP15/9). Les filtrats
de ces cultures de régénération' ont, été passés sur les so-qches sensi-
bles correspondantes: XP36/6 p'assé sur la ~ouche sensible n06,
XP36/7 ~u~ la sou;che n07, etc .. ·Aucu·~e ly.se,n'à' été observée. Les
images douteuses obtenues préc~de:rnrp.ent dE7vaient être des irrégularités
dans les cultures.
3/- Epreuve des souches dE) X.vasculorum ent:te elles.
'Chaque'souche de X'.vascuio~m (souches'no4 à'io) a été
éprouvée'par. des ,filtrats de tout~s l~s souche~ n,o 4 à .. io ~ Le s résultats
sont donnés dàns le tableau l V?i"7aprè;,
XP10'XP9XP8Souche XP4 ':, XP5
sensible·----------:.-~----~~-------:~------:-------:-------:-------:--------
It ~ ... ••
_" 1-
4
"
5
6 ". : ' . '.
7
S h'alo
9 halo
10
••
- .
.'
.. ":.' hàlô
:' halo.
.'. '
: .
o
TABLEAU TV
Légende
(XP4,
(
( halo
(
('
= filtrat "de la souch~ nO 4 , ••..
= aucunè lyse observée
= fo rmation dl un' halo éclairt:i' dâns, la culture
sensible, autour de li em.piacernent de la
i '
goutte de filtrat:
," i' ~ -:"
o~: , -......~.~.,_................~~~,.,_ ........ ,~.,....... &'''1 .c..~.....t-..... ,&___.~~. ~ ":-'_·~"--"'~1.'._--..&' ==...._~~.-.
·
fi : • • • • • •• • • • • ,. .. •
i sensi..l-l XP1 • XP2 • XP3 • XFH : XP12 XP18 XP20 XP22 XP25 XP30' · XP31 ·• fi ..
· ·
• ble
·
• •
..',
• ô. • ·.•
· · ·
.:
•
· · ·
·
·
·
·
·
·
·•
•
•
•
· · ·• • • •
·
~,
· ·
•
• •
· ·
· :+H+? ·
· ·
....
·
· .
· ·
•
·
:+H+?
·• •
·
•
·
•
•
· ·II
· · ·'," • • ·
• •
· ·•
·
• •
-----:-~..~:~~--:---~:-----~:------:--~~~:--~---:--~:--~--:~-----:----~:·•
·
· 4•
·
· 5•
·
6
•
· '1
·
·
8
•
· 9
·
•• 10
•
•
t
-
~ ~l,ooo = filtrat de la souche nOl,ooo
~ aucune lyse observée
~+H+? figure douteuse, donnant lYaspect de très
Légende • nombreuses plages. ~-H+? :i:: figure douteuse, donnant lYaspect de
nombreuses plages
( halo = formation d7un. halo éclairci dans la culture
( sensible, autour de l7·emplacement de la goutte
de filtrato
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Une régénération, a été effectuée pour les 4 cas où des halos
ont été observés : XP4/à.~ 'XP4/9,' XP9/8, XP9/9. Les filtrats de ces
cultures de régénération, ,'passées 'sur, les souches sensibles cQrrespon-
dantes" n J ont produit aucune lyse. L, ~,écl~ircis.sem.ent observé initialem.ent
nI était donc pas dû à: ,un p~age. La form.e en hàlo de la zone éclaircie
autour de 11 em.placem.ent ,de la goutte d~ filtrat de 'la, culture active, indi-
querait que le princip~ actii est diffusible dans, lagél,ose et pourrait faire
penser à une bactériocine.
4/-' Epreuve ,de souches ,de X. vasculorum. par des filtrats
. de diverl:?es autres souches
"
Des souchè's .de ·x .vasculo rum. (souc~es :p. °4 à 10) considérées
cbm.m.e sensibles ont été 'éprouvées par de~ ,filt,rat~ des souches suivan-
tes considérées côm.rp.e actives
souches,no1,2,3
souches n011,12
souches n018,20,22,2S:
souche n030
souche. nO 31 '
X ~ vitians '".
X .pelargoni~, .
X anthom.onas de l'artichaut
X . m.alvacearum.
X . beg,oniae
, '
Les résultàts sont présentés dans, le taqleau V.
,"
, Les cas' douteux et de halo indiquÊ§s 'dans ce tableau ont fait
llobj~t dïu~e régénération :'XP3/8, XP12/8~ 'XP.18/8, XP22/8,XP2S/a,
XP30/8, XP3/9 ,. XP22/~, XP2S/9, XP~O/~. ~I1: ,passant chacun des
filtrats de cultures de "régénération sur la souch~ sensible correspondan-
te, on nIa observé aucune lyse. ' .. " ",
.~ ,
" ,
. "
. . ':
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. - 5/' - Diverses -autres. épreuves
-Les .souches suivantes' considérées com.m.e. sensibles
souches nO 1,2,3
souches n011,12
souches nO 13 à 1'7 '.
souches nO 18 à 24 et
27,28
souches n02S,30
souche n031
souche n °32
souche n033
souche n034
souche n035
X.vitians
X . pelargonii
X .juglandis "
Xanthom.onas de l'artichaut
X. m.alvacearum.
: . X. begoniae
X. phaseoli
.' X. pruni
X. taraxaci
X. vesicatoria
ont été ép.rouvées par les filtr.ats des souches suivantes considérées
conxne actives :
. . .... . '
souches.nol,2,3
souches'n04,7;S
souche n012
souche n015
souches nO 18,20,22,
25
souche n030
souche n03i
X. vitians
X.vasculorum.
X. pelargonii
X .. juglandis
.: Xanthom.onas de' l'artichaut
X .. m.alvacearun'l
X. begoniae
Toutes ces épreuves' ont donné des résultats négatifs!. Seule
la souche n035 (X . vesicatoria) a donné un halo éclairci avec les filtrats
des souches n04 et S (X .vasculorum.) . Ces deux cas (XP4/35 etXPS/35)
ont fait l'objet d'une régénération. Les filtrats de ces deux cultures de
régénération, passés sur la souche sensible nO 35, n'ont produit a:ucune
lyse.
'1
. \.
. ,
: ..
Epreuve' de différentes souches considérées comme
sensibles par des cultures liquides chloroformées de
diverses souches considérées· comme.-'actives.
Une variante de la technique des épreuves avec les filtrats
d'es cultures actives consis~e_ à stériliser par le chloroforme une culture
liquide de la souche aètive, au lieu de la stériliser.par filtr?l-tion., et à
. éprouver sur la souche sensible des gouttes de . cette cultu-re. stérilisée
. àu èhlor'ofor:rp.e~Le chlorofo~rrie,'ên effet, tue les bactéries de la culture
active, mais il est sans' action f':lur les.. bactéri·6phages éventuellement
~résents .dans cette culture.
Lors des e's'sais de' culture' de nos souches dans différents
milieux liquides (cf. chap. II, paragraphe 2,', page 11.), quelques souches
présentaient un' certain développement en bouillon nutritif. ':Ges. souches
étaient l~s sùivantes "
en bouilion' nutritif glycériné à 2% ,+ extrait 'd.s' levure
souches nOi,2,3
souches no~,7
souche n~17
souches nO 18 à 25
X, vitians
X . vas culo rum
X . juglandis
X anthomonas de l' artiQhauy.;
" .,
en bouillon nutritif saccharosé.à 3% + extrait de levure :
souche n °2
souche n07
souches nOll,12
souches n013,16,17
souches n018,19,28
souche n029
souche n035
" ..
X .vitians
X . vasculorum
X . pelargonii
X . juglandis
X anthomonas de l'artichaut
X. m.alvacearum
X . ve sicato ria
! ,"
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... 'Au lieu' de rejete.r. ces .~ultures, nous les avons utilisées pour
.180 reëherche de' bactériophages: . C.om:r.ne ces cultures représentaient un
tr~p: faible' volume pour qu'on pût les filtrer sur bougie, nous les avons
stérilisées au chloroforme., Le" mode opératoire est le suivant.
Dans chaque tube de. culture, on' ajoute une dizaine de gouttes
<;le chloroforme. On agite fortement de façon que le chloroforme soit très
finement divisé et que toutes les parties de la culture soient en. contact
avec le chloroforme • On laisse reposer pendant au moins 1/2' heure,
pour que tout le' chloroforme utilisé 'tombe dans le fond du tube.
Puis, oI). pipète stérilement un' peu de la partie supérieure du
liquide de culture. Ce liquide pipeté est dilué au 1/10 environ avec d~
bouillon nutritü stérile. Et on dépose des gouttes de ce liquide dilué sur
des cultures en couche continue des souches sensibles.:.Il est indispensa-
ble d'effectuer la dilution. En effet', il peut rester dans la partie supé-
rieure du liquiqe de culture, un peu de chloroforme qui produirait des
artefacts : ce chloroforme tUE§lrait les bactéries de la culture sensible sur
laquelle on éprouve la culture active stérilisée" au chloroform.e et donne-
rait l'illusion qu'il s' ~git·. d'un phage.
Toutes les souches énumerees, ci-dessus ont été, après sté-
rilisation au chloroforme, éprouvées sur des 'souches de X. vasculorum
prises comme souches indicatrices (souches nO 4 à 10).
Avec les'. souches n04,5,6,7,9 et 10, aucune lyse n'a été
observée. Avec la ··souche ·no8, des figu.res de lyse ont été obtenues
dans les cas suivants :'
- les cultu·i:'~~ chloroformées des souches nO 12,18,19,20 et •
25 (que nous désignons respectivement par C 12, C 18, C 19, C20 et
C25) ont produit, sur une culture en couche continue de la souche nO 8,
un halo éclairci autour de l'emplacement de la goutte;
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," " - la culttfre chloroformée de la souche n021 (que' nous dési-
"J~non~ par C21), a. 'produit' ~urla so'uche indicatrice nOS, une lyse
voilée.
Tou!3 ces cas positifs (C12/8, C18/8, C19/8, C20/8, C21/8
et'C25/8) ont fait 'l'objet 'd'une 'régénération. Les'filtrats des cultures
de régénération,' éprouvés' 'sur ,lasbuche indicàtrice 'no 8, ' n'ont produit
aucu,ne lyse. ~es lyses obse~vées initialement n' étaie,nt, donc p~s dues à
des bactériophages. '
'Les résultats" positifs obtenus 'i:i:vec les' cultures chloroformées
méritent d'être' rapprochés de ceux o~te~usavec des filtrats au para-
graphe 4 ci-dessus (cf. p. 27, "Epreuve de souches de X. vasculorum
pa,r·"des' -filtrats' de diverses autres' souches";)' 'et figurant daIi~f lé tableau
V'(cf.pag'e 26'). Nous voyons que ceriains'cas'sont'positifs à la fois
avec les filtrats (XP12/8, XP18/8, XF25/8) et av'ec les :cultures chlo-
rmormées' (C 12/8, C 18/8, C25/8). Par contre, d'autres cas sont
positifs' avec les filtrats ·(X P3/8, XP22/8, XP3/9, "XP22/9 ;XP 25/9) ,
mais ne le' sont pas àvec les cultures" chloroformées.' Enfin, un cas est
positif avec les cultures chloroformées (C20/8), sans l'être avec l~s
filtrats.
C - Induction aux· rayons ultraviolets
1/ - Induction de souches de X .juglandis
Chacune'des souches n013 à 17,de X.jugl~ndis a été ense-
mencée dans un ballon Kjeldahl contenant environ 35 ml d'eau peptonée
SC (+ glucose et extrait, de levure). Ces cultures ont été placées une
nuit au bain-marie agité à 28°C.
Le lendemain matin, elles ontêté, reprises. Pour chacune
d' entre elles', on. a, prélevé 2. fois 10 ml. Chaque prise ,a été mise dans
gne boîte de Pétri. stérile. Ces boîtes ont été exposées au rayonnement
U. V. 1?endan~. 1 minute '1/2. 'L"e contenu de ~~aque boîte, a été repipeté
et versé dans ,un tube de 17 stérile. Pour chaque I:!ouche., un tém,oin
non irradié a été ,réalisé en,',t~~nsf.éxant dans un tube de 17 un volume de
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10 ':ml .de la 'culture en Kjelp.ahl. Tou:=, ces tubes,
diés, ont été placés au bain-marie agité à 28°C
souche 2 tubes irradiés et 1 tube non irradié.
irradiés et npn irra-
il·y avait pour chaque
Au. bout de 48 heures, on a mesuré le développement de ces
, . ,
cultures en les .passant au néphélomèt~e. Les lectures obtenues sont
données dans le tableau VI ci-après
N° de souche Opacité : N°de souche Opacité
-~---------~-----~-~-~-~-------~-:-----~--------:---------------:
13 UV1
13 UV2
13 T
67
. 19·;UV1 , : E:?6
70 16 UV2 63
7'0 : 16 T : 70.-
------------~-----:------------~-~:-----------~~-:---~---~--~----:
. 14 UV1
14 UV"2
14 '.T
63
"64, .
, '
70
17 UV1' .
17 UV'2 .'; :
17 T ,', ;.~
69
65,'
70·
:.:
~.' :.' ~
------~~-~----~-~~~~-~~--~---~---:-----~~-~~-~~~:~------~-------:
15· UV1. 68
15 UV2 66
15 T 69
( 13 UV1 = 1e tube contenant de la culture irradiée de
( la souche 13
Légende ( 13 UV2 ::;:: 2e tube contené!-nt de.. ~a." culture irradiée de
(" . la .'souche 13
( 13 T = Témoin non irradié de "la; ,souche 13.
Il apparaît que pour. toutes les, 'souc,hes, ~ top a cité des cultures
irradiées èst sensible~ent la ·même .que celle du témoin. non irradié. Il
ne 'semble donc pas 'que l'exposition aux rayons d. V .:"·aitinduit: la libéra-
tion 'par ces souches de phages de lysogénie. Ceci P~u~.,&tre dû: au fait
que "les cultures àvaient déjà dépassé' la phaoSe expon'~nti~J.i<? .de' .leur
'croissance au "moment de l'irradiation • No~s' n' avon,'s ·pu, .~? ~~ison de la
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. durée trop brève de notre stagE:, ·recommencer cette expenence en
p:r:atiqua~t .l'irradiation plus tôt après l'ensemencement.
! '.
2/ - Epreuv~ de chaque culture irradiée' de X .juglandis
sur toutes les souches de X .juglandis
1 • .
.' '. Toutes les cultures irradiées précédentes, ainsi q~e les
témoins non irradiés, ont 'été stérilisés par le chloroforme, en opérant
com~e il a été inçliq·ué plu's haut (p~ragrap~e 6, page 29 ). Ces cultures
chlor~formées, ont été éprouvées sur toutes Jes soùch~s"de X .juglandis
(souches 11,°13 à 17 et 36 à 38). On n'a ~btenu aucun résultatpositü.
Nous avons tenté d'isoler des bactériophages. exogènes de
feuilles de canne à· sucre· provenant de Madagascar et de l'île Maurice.
"t'."
.1/ Feuilles des Hauts Plateaux de Madagascar atteintes
de gommose
,
'l ~
. :-. - . '... . . ,~ ., '. .
A partir de ce ~atériel végétal, nous avons:tenté;. d.' isoler
l'agent de la maladie, X .vascuforum. Nous avons iso'1é'.une bactérie
jaune (souches nO 39 et 40) qui rappelait, à l' 'état jeune, celle :de la
gom~os~; mais dont nous n~u~ sommes très vite rendu comptè qu'elle
n'était pas X.vasculorum. Cette ~acterie p~ssède de.4à·...6 cils' péritri-
ches. Ce serait un Erwinia ou un Flavobacterium. '. ..; l'
-.': ;
Sur les m.ênies boîtes'd 'isolement, . 'est apparue. ·au ·bout de 8
jours, une bactérie jaune-crême, formant de très petites· colo.nies (~infé­
rieur à 0, 2mm) très muqueuse~ ayant tendance à devenir confiuentes.
Nous avon.s séparé ce ge l'me ~ous le nO 41, pensant que ce ;de"vait être
X . vasculorum. Cette souche a refusé de ~ousser sur les rriilieux de
culture dont nous disposions à l'Institut Pasteur.
. , ", .
., .
A partir de ces mêmes feuilles, M. RIDE a réussi à isoler
X.vasculorum : souches n045 et 4,6.,
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Les. feuilles de cannes restapte~ ont été utilisées' pou,r tenter
d .'isoler des bactériophages. ~o·us 'avons indiqtié' au'paragrap}ie B ( pp.
15 et ~Q) ~€? ,mode opé7"atoire. Le broyage a été fait ici au mortier en
présence 9-,e, sable, de Fontainebleau.
Après, 4 jours au réfrigérateur, le liquide de macération du
broyat a été soutiré. On .a étalé 10 mi de c~ liquide sur des boîtes de
: gélose qui avaient été· ensemencées au p~éalél;ble avec chacune des sou-
'. ches 'suivantes :
'souches nO 39 et 40
souche n 0 42
souches n04,5,45,46,
47
souches n015, 16
Erwinia ou Flavobaderium?
X . vasculo rum?
X. vasculorum
X .juglandis
L'épreuve du liquide de macération sur les souches de
X.vasculorum (n04,5,45,46,47), sur les souches de X.juglandis (no15
et 16) et sur la souche n042 n'a donné ,aucun résultat. Par contre,avec
les souches 39 et 40, on a obtenu des plages.
1.1/- Avec la souche n039, on a observé au bout de 18
heures la formation de plages : environ 150' plages' par boîte. Ces pla-
ges sont' d'un seul type, elles sont petites (~ 0,5 à 0,7 mm), rondes,
à bords nets et :r-égulîer,s, voilées par l'apparition dl une culture secon-
daire. On a isolé une de ces plages, et on l'a régénérée eri présence
de la souche, 39. La culture de régénération a été filtrée sur bougie L3
et le lysat· a été titré ,sur la souche 39. Les, dilutions suivantes ont été
utilisé~s pour' ce titrage : ~on dilué et dilutions 10-1 , à '10-6 . On a obte-
nu les résultats ci-dessous :
- non dilué et dilutions 10-1 à 10-4 : LCV (lyse' confluente
voilée par l'appariÙoz{ d'une' ~ult~re se'condai;e); , " '.
- dilution' 10-5 . : 'L'CV-' (lyse presque confluente, voilée par
l'apparition d' une culture secondrore); ~ .
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":dilutioÎl 10-6 : nom.l:)reuses plages visibles, mais en trop
g'rand rio~b:te p'our qu' on puisse' ies compter.
Ü appar'aît qu'à la ré~énération" l' ~gent qui ayait provoqué
ia, f~rmati.ori de plage.s lors de l'épreuve du liquide de macération sur la
. souche indicatrice 39; s'est multiplié : on ~ donc affaire à un bactério-
phage 'que nous avpns désigné par .~ '39 .. Cette' .~ultipli~ation a:. même été
très importante puisque la plus grande' dilutlon utilisée pou~ le titrage,
1'0- 6 , a fourni un nombre trop élevé de plages pour qu 1 on puisse faire
. .~. . .
une numératïon de ces plages.
Ona fait u~e 'nouvelle régénération 'du' 'phage ~ 39, en préle-
:, vant, sur le bord extrême de la g'outt~ correspondant à la çiilution 10-6
dans le titrage' précédent, un petit cube de gélose comportant aussi un
peu de la culture de la souche in:dicatrice 39. Ce petit cube â' été trans-
féré dans une fiole Erlenmeyer contenant 45 ml dl eau peptonée SC
additionnée de glucose et d'extrait de levure. Cette culture de régénéra-
tion a: été,- après filtration sur bougie' L3, 'titree. sur la souche' 39. Les
dilutions utilisées pour ce titr~ge o'nt été : non dilué, 10-2 ,,' 10-4 , lO-6,
'10-7 , 10-S'· et 10-9 .. Les résultats s~nt les ëuiv8:~ts :
non dilué et dilutions 10-2 et 10-4 : LeV
dilution 10-6 : LCV~
dilutions 10-7 et' 10-S : très nombr~u:s~s plages
dilution. 10~9: 13 'plagés bien séparées, ayant un diamètre
'de 0,' 5 à 0, 7mm .
Les gouttes ayant été 'déposées avec une pipette donnant X L
gouttes' au ml, le titre du lys~t non dilué est donc, ': .
13 x 40 x 109 = 5,2 x~ 10 11 corpuscule's b~6tériophagesau ml.
Ce titre est très élevé; On a profité de ce fait pour tenter de
. sédim'entér le phage ,~39 pour observation, au microscope élect:ronique.
On opère, comme pour l'isolement 'des virus, un'e alternanc·e····d; ultra-
centrifugations et de centrifugations lentes.
, :
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Le lysat 1It39 ,en question subit dl abo rd une ultracentrifugation
à la:;'SpiIiëo" à 32.500 ·t/mn' pendant '3 heures. On jette le surnageant et
on conserve le culot. En fait, ce pre~ier surnageant a été titr'é sur la
souche indicatrice 39 pour savoir combien il contenait encore de phage.
Ce" titrage' a dont;lé 8 p'lage~ avec' la diÎution' 10-4 ; le. ti~re du. premier
's'urnageant était donc de : 8 x 40 x '104 = 3 ~ 2 x 10-6 . Le titre a donc
considérablement baissé après la pr.emière ultracentrifugatio'n; ce qui
veut dÙ:'e' qu'il est probable q~e du' phage, ai~ ét~ sédimenté.
Le culot de la première ultracentrifugation est ',repris au
taIr;lpon acétate dl ammonium à 1 %, pH 7,2. Il' est gardé àu réfrigéra-
teur pendant 24, heures de ~açon à laisser le phage se remettre de lui-
,même en suspension. On fait alors une centrifugation lente ~~. tubes
'coniqùes, à 5.000 t/mn pendant environ 1/4 d' heure dans tine centrifu-
geuse réfrigérée. On garde le surnageant et on jette le culot.
, L~ ~urnagearit est soumis à une deuxième ultracentrifugation
à la Spinco à 32.500 t/inn pendant 2 h 1/2, à 3 ~. On jette le surna -
geant et on reprend le culot soit dans le tampon acétate, soit dans le
tampon acétate additionné de ph~sphotungstate, soit directement dans le
phosphotungstatè pour examen au microscope électronique.
En opérant de cette façon, on ,a pu obtenir une micrographie
électronique du phage ~ 39. Les photo,g,raphies, ' qui -sont en la possession
du Docteur J. F. VIEU à l'Institut Pasteur, laissent apparaître un phage
d'assez grandes dimensions (environ' 40 millimicrons).
1.2/ - L 1épre~ve sur la souche 40. du ,liquide de macéra-
tion des feuilles de canne à' sucre a également m.i~ en évidence la forma-
tion de plages au bout de 18 heures : environ 20'0 plages par boîte. Ces
plages sont d'un seul type, ,elles sont petites (fiS 0,5 à 0,7 mm), rondes,
à bords nets et réguliers, voilées par l'apparition d'une culture secon-
daire. On a isolé une plage que l'on a régénérée en présence de la
souche 40. La culture ,de régénération a été filtrée sur bougie L3 et le
lysat a été titré sur la s'ou,che indlcatrice 40. Les résultats du titrage
. ;. .
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sont les suivants :
- non dilué et dilutions 10-1 , 10:",2 10-3 ;10-4 : Lev
""':" diluÙ~n '10-5', LCV- "
'. ... . dilutio~ 10'-6 : plages trop. nombreuses pour -permettre une
numération précise.
. "
. Ici aU,ssi, ~l·ap·paraît.que l'?l-ge~tqui avait pro~oqué la for-
'~atio~' de piages lors d~ l'épre~v.e d~ liq~id'E7de :macération .. du broyat
d~ feuilleS;sur la sQuche 40,.s!e~t ~ulÜplié.~·la ~égénération... On a donc
~aÙ'~ 'à un phage 'que' ~ous avons appelé ~40. .
:d°';
..... On a fait 'une nouvelle régénération du phage ~ 40 en préle-
vant au bord 'e?Ctrê~~ de lé. goutte correspondant à la· dilution 10-6 du
titrage précédent, un petit cube de gélose comportant aussi un peu de la
cultu,re de. la souche indicatrice ,40 ~ Ce cube a été transféré dans une
fiole E rlenmeyer contenant 45 ml d'eau p eptonée SC additionné e de
glucose et çl' extrait de levure. L' Erlenmeyer a été placé au bain-marie
agité à 28 ° C. .Un accident survenu lors de la filtration de cette culture
. ... . . . . .
de . régénération nous a fait, perdre le, phage ~ 40 .
,Nous aurions voulu comparer ce ,phage:. ~40 au' phage ~ 39.
Nous pensions en effet que, les souches 39 et 40 étant très probable-
ment deux variants de la même bac~érie. (différant par la taille des
colonies), les phages (ft 39 et ~ 40 auraient pu être identiques.
2/- Feuilles de canne de Tuléar atteintes de gommose
A partir de ces feuilles de canne (variété Lousier), on a
tenté un isolement 'de X. vasculorum. Nous avons obtenu une bactérie
donnant- des colonies jaune-crêm0 lnuqueuses. Ce germe a été séparé
sous le n °42. Nous ni avons pu faire la détennination précise de cette
souche n042. Nous avons seuleme:Q.t pu observer que la souche 42 a,
vis-à-vis des antibiotiques (cf. paragraphe E (50) p. lt,et tableau X p .l('} ,
la même tendance de comportement que les souches de X. vasculo rum
.• :'"0
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des Hauts Plateaux de Madagascar. Si la' souche 42 est 'un
X. vasculorum, elle se caractérise'. par une vitesse de croissance très
élevée. sur' les m.ili~wç: de cùltùre ~que nous avons' utilisés (gélose SC
, ~ëiciitionnée de' glucose et dl èxtrait de l~vure jeau peptonée SC addition-
née de glucose ét dl extrait ode levure).' .
Les feuilles restantes ont été broyées au mortier en présence
de sable de Fontéti.nebleau et dl eau stérile, pour la recherche de bacté-
riophage~. Au b~~,t,de:'2 jours cie séjou"r dù broyat au 'réfrigérateur, le
liqui<;le de macération a, été éprouvé sur les souèhes suivantes :
souche n039
souche n042
souches n05,6,45,47
Erwinia ou Flavobacterium?
X . Vas culo rum ?
X. vasculorum.
Avec les souches 42,5,6,45 et 47, on n'a ob'tenu'aucun
résultat positü.
A la surface de la boîte de gélose portant la culture de la
souche 39, on a observé la formation de 16 plages. Ces plages, ayant
toutes le même aspect, sont petites (~ 0,2 à 0,3 m.m), circulaires, à
bords nets; et réguliers. Ce phage a été désigné par ~39.
,"
On a prélevé pour régénération :
1 plage bien isolée : culture numérotée 4J.139 a;
un ensemble de 3 plages : culture num.érotée 4J.139b.
" '
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Les filtrats de ces' cultures de régénération ont été titrées
sur la souche indicatripe n?'39, avec les dilutions suivantes : non dilué,
dilutions 10-2 ,.' 10-4 , , 10-6 , 10-7 , et ~0-.8 . Le,s résu'ltats de ce titrage
sont do'nnés dans le tà.çleau VI Ici-dessous. ' "
Dilution du lysat",.'
Lysat
:~---~------------------------~---------~-~-----
non 10-2 10-4 .: 10-?: 10-7 10-8
. dilué ,.
~--------:-~-----:~------:---~-~-:---~---:-7-----:-~-~ ---:-------
Souche'
indicatrice
39
LCV' ': LÇV :' LCV ': LCV~ '++++ :18 plages
~139b LCV LCV L.cV :LCV- V V
Légende
LCV
"
LCV-,
++++
V
lyse coniluente, voilée
lyse presque c'onii~ente voilée
nOIî'l.breuse~. plages
culture voilée, mais pas de pla'ges visible~.
: .-'
Le titre du lysat ~39a non dilué est donc
18 x 40 x 10 8 = 7,2 x 101~
. Enric:Q.issement .
Le fait que l'épreuve directe sur la souche 42 du liquide de
" 1'!'~ac~ra,tion du broyat des feuilles de canne ait été négative, ne permet
pas de conclq:re que ce liquide ne contenait pas de bactériophages actifs
sur la souche 42. Il pouvait en contenir mais en nombre trop faible
pour que des plages se forment lors de l'épreuve directe. Nous avons
donc mis en oeuvre' la technique dite Il : d" enric!:1Ïssement ll •
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." - . Dans' uÏl: ··ballon !<jeldahl, on. a mis· '20 ml du liquide de ma-
~"cération et 20 ml';'d,'eau peptonée'SC additionnée de. glucose e.td'extrait
de fevur~ " et ona ensemencé avec .X· gouttes d'une cultu:r:e de la
souche 42 en milieu liquide. Si le liquide de macé ration ~o·~te~ait.en
très petit nombre des bactériophages actifs sur la souche 42, ces
phages~e seraient multipliés en p~ése~ce de la souche 42.
..
Au'bdut"de 24 heures, on·a'filtré sur bougie L3 cette cul-
. . .. . , .
ture d'enrichissement, et le filtrat a été éprouvé sur la souche 42 .
Nous n'avons pas' observé ·la formation de plages ...
" ," 1
3/ - Feuilles de canne de Maurice atteintes de leaf scald
. Ces feuilles de canne (variété M. 147/44) nous sont malheu-
reusement parvenues avec beaucoup de retard en rà:fson d'une grève
de la SNC F; elles étaient en très' mauvais état.
N ous avons quand même tenté d 1isole r de ces feuilles l , agent
du leaf scald (X. albilineans), sans succès. '$u~ ces .boîtes dl isolement
est apparue une ·bactérie jaune, rappelant beaucoup "c'elle que nous
avion's isolée (sous les' n oS39 et 40) de feuilles de canne Lousier des
Hauts Plateaux de Madagascar. et pour laquelle nous avions trouvé les
phages actifs ~39, ~40 et q,;, 139. Nous a:vcms dçmc séparé cette bactérie
et lui avons donné le numéro 43.
Les feuilles restantes ont été broyées au mixer Turmix en
présence d'eau stérile. Au bout de 5 jO,urs au réfrigérateur, le liquide
de macération du broyat a été éprouvé sur les .!=louches .~uivantes
s'ouches n039,43.
'souchè n042
sou6hes n045,46,47
Erwinia: ou ·Plavobacterium.?
X. vasculoruI)::l·?4~ Tuléar
.' X. vasculo·rurp .,.,'
:. 'ô,
. Avec les souches 42,45,46 et 47, on n'a:o~tenu aucune lyse.
Avec les souches 39 et 43, on'a observé des images.; de lyse.
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3.1/ - Avec la souche 39, il siest formé des images
douteuses qui pouvaient êt:r::e des .plages ou des irrégularités dans la
.." .. ' culture:' Dans le d'oute, on a tenté' urie régénération en présence de la
souche 3.~ l·....el;). .p:rélevant quelques unes' de ces~ plages douteuses. Le
filira't de cette cult~re de régénération,. numéroté .~239, é3; été titré sur
les. souches 39. et. 43·. Les résultats' de ces "tiirages sont do:p.nés dans
le tableau VIII ci-dessous.
Dilution du lysat
:------------------~----------------------------
dilué
non
souche
:i.ndica-
: trice
Lysat
----------:-------:-------:------~:-------:--~----:-------:--------
39 LCV LCV LCV LCV- ++++ : 25plages
ct!~9 ' ,
43 LCV LÇV V ?
TABLEAU VIII
"
Légende
(. LCV
( LCV-
( ++++
( V
. ( ?
, (
lyse conf1uente voilé~
lyse presque confluente voilée
nombreuses plages
culture voi~ée, mais· pas de plages visibles
images douteuses
aucune lyse visible
L~ titre du lysat ~239 noh dilué, titré sur la souche 39, est
donc
c-
~5'x 40 x 10 8 = 10 11 .
Les plages sont petites (yj 0,2 à, 0,3mm), circulaires à bords
nets et réguliers.
Le phage . 239 est égaiement actif sur la souc1l,e 43, mais
ni agit pas sur cette. souche: d:e la mêmef~çon.que la souche 39. Il est
..doncprobable ql;Ie les sou,ches, 3,9 ,et 43 ne soi~nt pas identiques.
..
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',: i ; ~ ..
,. IL '," ;:
. Lysat
•.1 •. j~
: souche·
:indica-
: trice
. Dilution du lysat
. .
::::~~~-é~--;'~---2-~~-_ïr---1~:"-f----1-;--7----;'-~:8--
---------- ------- ------- ------- ------- ---~~-- --~~--- -------. . . . . . .
. . . . . . .
39 LCV LCV ?
~ 43 LC LC- ++++(*): 6 plages43 LC LC
. '." du type
:
( a)
" .. l'
39 ", "LCV LCV ?~
_.
43
. -
43 LC- ++++ : 2 plages: :
TABLEAU IX
(
(
Légende: ~
(
(
LCV
?
LC
LC-
++++
lyse confluente voilée (culture. s-e'condaire)
images douteuses
lyse coniluente (pas de culttn:'e secondaire)
lyse presque coniluente
nombreuses plages
aucune lyse observée
( * ) A l'emplacement de la goutte de la dilution 10-7du lysat ~ A43
sur la souche 43, on observe 3 types de plages
- plages du type (a) : très petites (li? 0, 1 à 0,2 mm), claires,
circulaires à bords très réguliers, entourées dl une auréole de
lysine donnant un diamètre total de 0, 5 à 0, 6 mm; ce s plages
rappellent beaucoup celles obtenues avec lllB43 et décrites plus
'hau~: le phage OlB43 et ce phage ~ A43a pourraient être un même
phage;
- plages du type (b): petites (~ 0,2 à 0,3 mm), voilées,circu-
.1airEjs .à; b~rds très réguliers, pas dl auréole de lysine;
'- -plages ;du type. (c l : grande.S!.; (~. 0',7. :à .0,9 .mm) ,claires, de
forme grossièrement circulair~ ~ais' à ~'~;d's très i·rréguliers.
.' .
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3.2/- Avec la ,souche 43,1'épFeuve du liquide de macéra-
tion du broyat a permis la mise en, évidence de 2 types de plages
. ' ,
.'. ~. ~
- grand~~ plages, (0' 0,7 à 1,,0 mm:) , claires, ci;; forme gros-
sièrement circulaire mais à, bords très, irréguliers ; QI;' A43;
- très petites plages (0' 0, 1 à 0, 2mm) , claires, circu~aires à
bords très réguliers, avec une auréole de lysine 'donnant un diamètre
totai de 0',5 à 0', 6rrim '; ~ B43. ' ,
.. . .. ~ - .
On a régénéré u.ne plage i,f?olée de chacun de ces deùx types.
Les filtrats ..des cultures' de régénération ont été titr'és ~ur' l'es:" s~trches
39 et 43; lès résult~ts de ces titrage's sorit 'do:qnés dans le tableau IX.
Ici ~ncore, on voit que le phag:e B43 et le lysat ~A43 (qui
co.~tient au mo'ins 3 phages) sont actifs à la fois sur les souches 39 et
43, mais qu 1ils. n' agissent P?s, de ,la ;même façon sur les deux souches.
... .,. . ~
·Le titre "du lysat'~ B43 non dilué, titré sur la, s,ouche 43) est:
2 x 40' x 104 =:= 8'x 10 5 .:':,
j. "- " • "
'.. Notre stage ~ l'Institut Pasteur sIest achevé trop 'tôt. pour
que nous ayons pu séparer les 3 phages du lysat~'A43' et comp~rer les
. phages ,~ A43 type (a) et ~ ~43., Ce travail aurait valu d ':être ' fait.
4/-' FeuiÏIGs" 'de c~~ne: deMau~ice 'atte'intes, de gommose
Des .. feuilles de canne' (-variété M. 147/44) , atteintes d,c gommose
(nouvelle souèho) et, dès feuilles de' canne (variété Lousier) atteintes.de
gommose (ancienne souche supposée) nous ont été adressées de Iviaurice.
Ces feuilles, qui faisaient partie du même envoi 'que celles atteintes de
leaf scald, nous sont parvenues elles aussi en fort mauvais état.
Nous a'vonsqua'nd' même 'tenté d'isoler de, c~ matéri~l f' agent
de la gommose (X. vas~ulorum) . Peut être les 'souches 49 et 50 sont-elles
'respectivement la nouvelle' et ·1' ancienne souches de gommose de Maurice
(cf. tableau l, pagc9),.
,-
M.RIDE a isolé de,s,feuilles d'8 M. 147/44'attelntes degommo-
se deux souches,'bactériènn~s,(cf.~~~leau l,page 9), 'dont l'une (n047)
est X.vasculorum et l'autre (n048) n'estprobablementpasX.vasculorum.
, " Le ,temps nous 'a, fait défaut pour t~nter dl isoler des phages de
.. :': .ces",fE?qille!3 de' ,cànne de Maurice atteintes d,e gommos~. CepeI?:dant, nous
: . '. : :", ": ..
. -,,;.:. ";
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::". avon~"'t~'s'té ,sur 'les 'souches 47 et 48 isolées par M.RIDE, tous les
. phages que 'n'ou~ avons ~btemus : ~39; '~139a, ~39b, 0239, lllA43,~E43.
Aucun de ce~ phages n'est actif sur les couches 47 et 48.
D - Technique de la double couche
Cette technique a été appliq~ée en prenant com.me. souches
actives des souches de X .juglandi~ (sOuches nO 13 à 17) et comme sou-
ches indicatrices. les s~uches suivantes :
souches n °ul3 à 17 et
souchEl·s;, ~ ~4, 1 et 7
·souches nO 39 et 40
36 à 38 .: ..X .juglandis
.1 1 ,··:,,;X'.vasculOrum .
: Erwinia ou Flavobacterium?
..=.
Pour chacune des souche13 actives, on a etfectué' urie dilution
à 10-5 ci 'une culture en milieu liquidè m.oyennem.ent développé 'dont l,'opa-
cité mesurée au néphélomètre variait de 48 à 55, selon les souches. La
couche inte;r-médiaire a été réalisée en mélangeant 1 ml de cette dilution
10-5à 3 ml d~ gélose SC. La couche supérieure était constituée par 5ml
de gélose SC m.élangée: à 5 ml d' eau 'pept~née SC' additionnée de glucose
et d 1extrait de levure. :;'. ','
Au bout de 3 jours, les colonies cie l~""couèhe intermédiaire
com.mençaient seulement à se développe~;,et '?~ n' est qu'au bout de 6
Jours qu'elles avaient atteint des dim.ensions convenables. La densité de
colonies obtenue avec la dilution ùtilisee " 10-?, "était 'beaucoup trop impor-
tante; mais on a quand même utilisé ces boîtes. En "effet,: si 'les souches
i:J;ldicatrices étalées sur la couche supérieure degélos'e poussaient, on
aurait pu dire avec certitude que' le résultat était hégatif; au contraire, si
les souches indicatrices ne poussaient pas , 'cèla aurait :pu signifier un
résultat positif et on aurait alors reco~:rp.encé l'e:E1sai. en utilisant une dilu-
tion mieux appropri~e des souches activ~s"
Au bout de 6 jours, donc', on, a stérilisé par le chloroforme
les colonies de la souche intermédiaire. Puis " sur· chaque ·souche de
.,x .juglandis ensemencée dans la couche intermédiaire, on a étalé les
souche~ indicatrices mentionnées ci';"de~sus, à ra,i~Ç>:n, Ae 2, ~o~ches indi-
cat~ices par boît .,
LI examen, effectué deux jours?,-près l' étalE;lm.ent, n'a révélé que
des résultats: néga:tifs :" t~~tes les souches indic;?,-~;ric~s o~t ..~oU;~~é quelles
que soient les'souches actives sur les'quelles elles avaient été, étalées.
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Cet examen. a permis une ohservatioI). inté.r.e.s~ante.Le hasard
. . ....., ..... '\ '
a voulu que, que).le que soit la souche active utilisée, les ~ouches $7 et:
'38àient toujours' été étalées s~r ,les lri&mes boîtes . Dans tous 'l,es 'èas', •
'on '~ observé un excellent· développement de' la souche '37, tan<;Us que, ;
pour ·38 il Y avait un gradient; croissant du développement quand ~~. aÙ'ait:
ide la! ,~one 'voisin~ cie: la s'~uche 37'à la zone ia: pl~s ~ioigné~ .de ci:~tte i
. • ,. " J •
.,souche : tout s<;\ passait comme si 37 exerçait "une action inhibitrioe. sl:I~
38, 'et comIne ,si cette; inhibition était due à -q:n p!jnc~pe diffusible 'dans la '
. gélose.
, ' . :Pour préciser ce point, .on a réalis,é des doubles couches en
p~enant com:m~ ~~~che'.. aqtiv~ ~a souche 37 qu"'on a eli,~e~encée d~p.s la.
co~che intermédiaire à 'la dilut~on 10-8 Sur la: couche' supérieure dn a.
étalé au bout d~ 6 jours toute:;; nos s;ouches de X .juglandis (s?u~hes nO 13
à 1? et· 36 à 38) prises çomIne souches indicatriées.· Dans tou.s les cas,
ona obtenu:un :résultat négatif : aucune lyse n'a été observé~.·
. ~ E ..: Antibiogrammes des souches de X'. vas culO'ruIn' :
,;.
Le comportement vis-à-Vis des antibiotiques' constit~~ u~ !test ii·.
'so~vent très utile pour la di#é;rendation des souches bact~rien'~es~ ,C 'e~t.
puurq~ol- no:-q:s ayorismis c~ test en' oeuvre dans la pré~~~t~' ~Ütid;';;'~' 'tjr~n
"'qu ',il ~ 'àit: pas de rapport direct avec lareclierche de 'ba~téri~phages';
:' ,
Nous', avons "ré~lisé: de;s antibiogrammes po~r tq~t~~",~os'soü:"
ch'è's d~:X.""ascirlorum(souche·sn04 à 10 et 45 à'47fet pour: des;
, souches' isolées de, feuille~ de ~annes.atteintes de gommose et' n'on :identi-
fi~.ès avec p·récision (souches '.n.- 0 42 et:' 48) . .. .. .. ..'
, '.
.;' Des' boîtes de gélose .sontensemencées e;n couche conti~ue par
la souche bactérÙmne que l'on veut éprouver. Puis, o~ ciépo's~'sizr ' ,
chaque boîte, sur 4 rayons perperidic.trlab;;~s,"4 petits disques de 5 mni
,de, diamètre de papier buvard 'imp~é,gn.és d '.~ntibiotique : ,Qn peut ainsi
tester 4' an'tibÙitiques par' b.oît~~ "
:'
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TABLEAU X
1 souch es 1 1 1 4 1 .1 48 . 1.
1 n!! 1 4 1 5. 1 6 1 7 1 8 t 9 1 10 1 42 1 5 1 46 ,47 1 . 1.-
IPénfë il ::----:-------:---....-H:+---+;+;:---ï -++=..-I--:---I---H:+---I---:----I---:---.I---::----ï --H:+---I-'"-:-:1
Il ine G 1 1 1 28 1 33 1 27 1 1 28 l ' 1 1 1 29 't·· .'.:. ,1
101 méthoxy 1---+---1--;--'1--+++;---1--;;;;---'--++++-I---;---I---;;;;--'--=----I~-++----,--;----I'--+t++-'-~~----I
Ipénlcill1110 ! 10 1 32 1 38 1 36 1 11 1 38 1 115 110 1 35·:·1 1
1---~:-_-_1---------1---------1--------1---------1------1---------I--------I---------I-----~--I--------I--------I---------IAmpi c11- 1 +Ho ; +Ho "1 +i+l- 1 +++++ 1 +H+ 1 +Ho 1 ++++, 1 ++ 1 +Ho 1 +Ho 1+++++ 1 + 1
Il i ne 27' 29 37 46 ,38 29 38 15 30 ,30 . 43 11I-----~--I--------I---------I---------I---------I---------I---------I---------I---------I---~----I--------I--------1---------1
1Oxacll- 1 - 1 - 1 ++ 1 +++ 1 ++ 1 - 1 ++ 1 - ! - 1 - 1 non, 1 - !
llne . 15 22 18 16 testeI---------!---------I-~-----I---------I-------I--------I-------. --I---~-----I------I--------I--------I--------I---------IRi famy- ++ ++ ++ +++ . ++ ++ ++ - ++. ++, ++ +++
1. cine ~ 14 1 12 1 19 1 22 1 17' 1 15 1 19 1 1 13' 1 13 1 21 1 . 27 1:
1--------1-------1--------1---------1---------1-------1--------I-------I-------I-------I------I--------I------~--IPo1ymy- ., ++ ++ 1 ++ ++ ++ ++ 1 ++ - 1 ++ 1 ++ 1 ++ 1 - 1
1xf-ne 1 12 1 17 . . 13 ! 17 1 13 1 19 20 1 18 18. 16 ..
I--;----I---------~---------J--------I---------I---------I---------I---------I---------I--------I--------I--------I---------!
101 eando- 1 - 1 - 1 ++++ ! +H+ 1 +H+ 1 - 1 ++++ 1 - 1: - ! - 1 +++++ 1 ++++ 1
mycf ne 32 38 34 36 43 31I-,--------!---------I---------I-------.--I---------I---------I---------1---------1---------1--------1--------1--------1---------\Col ymy- ++ +++ +++ 1 +Ho 1 +Ho ,+Ho 1 +Ho 1 ++ 1 +Ho 1 +f+ +++ 1 ++ 1
! ci ne 1 21 1 27, 1 24 26 23· 23 ,23 16 23 28 1 29 . 16" :I----~---I~--------\-----~---I---------~---------I---------!-------~~--------I---------I--------I--------I--------I---------1
INoyoblo- 1 ++ ,++ ,+++++ 1 +++++ 1 ++H+ 1 ++ 1 +++++ 1 - 1 ++ 1 ++ 1 +++++ 1 +Ho 11-~-::----I--~!-----i---~~----i~:~:~:--I--~:~~:-I--d.n:~-I---~~--I~~:~:~:-I---------I--~~----~~!---I-~:~:~I--~~----:~
Id.h.Novo-1 ++ 1 ++ 1+++++ . 1+++++ 1+++++ 1 ++ 1++H+, ,++ 1 ++ 1+++++ 1 +Ho .. 1
bioci ne 18 "19 48 50 47 18 .d.n.m. . " 21 20 d.n.m. 25 'I-------I---------I-------~I-:..--I--------_:1---------1---------1---------'1------1------1--------1--------!---------I"{ucldlne 1 - 1 - 1+++++ 1 ++++ '1 +++t ,+ 1 ++++ 1 - 1 - 1 _. 1 ++++ l '- . 1
36 32 32 '. 11 32 35\---------1---------1---------1---------1---------1---------1---------I---------I---------!--------I--------~--------I---_:-----1Ch l 0 ram... ++++ +H+ +++++ +t+++ +++++.. +i+l- '+++++ +++ ++++ ++++ +++++ -
1phénl co1 1 32 1 32 1 48 1 46 1 52 1 32 1 52 1 22 1 35 1 37 1 52 1 . 1
1---,------I---------I---------I---------I----~----I---------I---------I----~----I---------I-----~--I-------I--------I---------I
1Te~ra~y- 1 +Ho 1. +Ho 1+++++ 1.+++++ 1 +++++ ! +Ho i +++++ 1 + 1 +Ho. 1 +Ho 1+++++ 1 ++ . 1
I:!~~:----I-- .23-_~~--~~-----1--~~--_1~:~:~:--1-~:~:~-1---~~----1~~~:~:_I---!!----I--!~---~!--~~--I-~:~:~i-~ 15 1
1Th ~ ophé- 1 ++++ 1 ++++ 1+++++ ! +T+++ 1+++++ ! +t:H" 1+++++ 1 +Ho ., -+:++++ 1+t+++ 1+++++ 1 ++ 1
1-~~ol---I---~~-~~I--~~-----I-~:~:~:--I-~:~:~:--I--~:~:~:_I---~~----I~-~:~:~:-I---~~----!--~~----I--~~----~~:~:~:_I--:!~----I
IStrepto- 1 ++++'. l' ++++ 1 +++++ l' +++++ 1 +++++ 1 ++++ 1+++++ 1 +Ho ., ++++ ,++++ 1 +++++, +++.. 1
mycine 31 31 48 d.n.m. d.n.m. : 38 42 25" 33 . 31 48" 26I---------I---------!---------I---------I-_:----I---------I---------I---------I---------I--------I~------I--------I------I
INéomycine, ++ 1 ++ 1 +Ho' 1 +Ho 1 -rH- .. 1 ++ '1 +++' 1 Tt 1'+Ho'1 tt+ 1 :t++ 1 T±+' 1
. 21 '2J. 23 26 27":. 20 24 21 22 ,3 2B , ;10
!Kanamyc1n~--++;---- !--++;----1--.:;::;++--:-1--++;++:-1-11 l ,1 I~: !.-:--':;::;++---!--+i++---\---++----I--+i++-- t-;++I--- I-++;++-:--I----++--!
1 1 30 l " 29 . 1 38 '! 44 1 46 ..: l' 36 1 37 '1 21 1 .33 ! 33'., 1 55 1 21 1
IStaphyïïëj---------I---------j -~~-- -~~---I-~~~s--I~--------I---~~~---I·---------~--+---I~~---I--;;;---I--~----I
-'1 myclne 1 1 1 22 28 1 21 1 1 testé 1 ..··1 10 1 11 l' 25 1 29 1
1
JI:':.
0>
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,.', Nous' avons· utilisé les 18 antibiotiques suivants :
'.,' .1' ,
,<
: ,
-- péniciili?:le, 0 rdinaire (pé~icillit:le G) et' 3, pélli~i~lines, synthé-
tiques -: diméthoxypénicilline,' ampicilline, Qxacilline;
rifamycine, p~lymyxin~, ol,éandomy~ine,.colym;ycine ;
novobiocine, d. h. novobiocine (vixlcamycine), fucidine, chIo ram-
phénicol; .
tétracycline
. "
thiophénicol
st:r=eptoinyci~e
néo:ql(cine "
kananqèÏùë . "
staphyllomycine
;. , Les résultats sont ,présentés dans le tableau X. La légende
-de ce tableau est, la suivante :
-. '.
','
le signe indique qûe la souche est résistante à l' antibio-.
tique è~nsid~ré ; . ' " .
le signe' + : indique que la souche est sen'sible à;' l' antibioti-
que considéré. (il y ~ d' au~ant plus de signes",+ ,que la
souche" est plu~ 'sensible'); ,
les ch~re~ (10,27.,.. ) ,.': 'indiquent le 'diamètre en mm de la
zone de lyse;
l'abréviation "d. n. m. ", : veut dire "diamètre non mesurable!'
(les zones de lyse étant très étendues chevauchent les unes
su~ 'les' autres) . '
. ,
Le table<;l.u X appelle ,les commentaires suivants '-:
1°/-'Les souchès 4;5, 45 ~t"46 réagisse,nt ide'ntiquement. Ces
SQuche'è sont originaires des Hauts Plateaux de' Madagascar.
, " 2 ~ /- Les souches 6,7,8,10 et 47 se comportent de la même
façon. Les so~ches 6,7 et 10 sont originaires de la Réunion, la souche
8' est l'ancienne souche 'de gommosede Ma~rice; la souche 47 est la nou-
velle souche de gommos'e', de' Maurice.
. "
....... "\;
'.
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,·":3° j ..~ ',La: réaction aux antibiotiques des souches de Madagas-
car est nettement différente de celle des souches de· la Réunion et de
Maurice. ,Le :tesf aux antibiotiques rejoint donc les conclusions de l'étude
comparative de~" 'soùches de' gommose de 110céan Indien effectuée par'
HAYWARD (5), à :savo'ir :
on peut distinguer deux groupes de souches : dl une part
le groupe Madagascar, dl autre part le groupe Réunion.-Maurice;
- au sein du groupe Réunion-Maurice, les souches sont
indistinguables entre elles sur la base de leur cQmportem'ent aux antibio-
tiques; en particulier le test aux antibiotiq-ixes ne p,ermet pas de distinguer
~ , . . ~ l.:
la nouvelle souche de Maurice de l'ancienne.
Un des caractères distinçtifs d~s deux groupes (Madagascar
d' une part, Réunion-Maurice dl autre part) est le comporteme~t à la
pénicilline. Cependant, il est remarquable que la réaction aux pénicillines
varie avec la pénicilline utilisée. Seule l' ampici,lline, est nettement active
sur toutes les souches de X. vasculo rum, qu'elles appartiennent au gro't':s:.
. pe Madagascar ou au groupe Réunion-Maurice. La pénicilline ordinaire
(péniciJ.~ne G) et l' oxacilline sont aCtives sur les souches du groupe
Réunion-Maurice, mais inactives sur les souches de :tv'iadagascar. La
diméthoxypénicilline ~ 1est que fàible~ent active' sur les souches de
Madagascar, alors qu 1 elle est très ~etive sur les souches du groupe
Réunion-Maurice.
4° / ...:: Le com:portement de la souche 9 est identique à celui
des souches 4,5,45 et 46 (souches de Madagascar). 0 r cette souche 9,
qui porte le n0175dans la collection de M. :RIDE, nous a été donnée
par ce dernier èomme étant originaire de Maurice. Il Y a tout lieu de
penser que, c r e~t par erreur que cette souche 9 a été in91crite dans la
collection de:,M.RIDE comme originaire de Maurice (cf.tableau I,p.5).
5° / - Il est. intéressant de rapprocher le comportement de la
souche 42, isolée de feuilles de canne de Tuléar atteintes de gommose,
de celui des souches 4,5,45 et 46 des Hauts Plateaux Malgaches. On
peut, en effet, observer les correspondances suivantes:'
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Comportement de 4,5,45,46
- ou faiblement + (+ ou ++)
I:hoyen~em'ent +" (+++)
:Êorle~~nt'+ (-1-'+++ è)l~"++++~)
Comportement correspondant de 42 .
=...::.=L.:...::....:....:...::.::..:~----::..-__~_~_.__
faib~ement f (+ ou ++)
'm6yenne~è~t+ ~ (+++)' ,
. . .: .'
.-'. 'Il a'pp~raÜ" dO~Q 'qu~ la sou?he 42 .. a la m&~etendance de
, ,.' 'comp~;~teinent ,qu;';' les <souches des Hàuts :pl~teaux.Malga~h~s, avec
toutefois 'ttridegré 'de résist~n~e plus élevé '9'u 9,e ;'3ensibilité plus faible.
. .'. ~ ~ ,'. .", , . :. ':. '., ~'" . \.. ;
Nous' avons dit p,lU;'3 ha~t (cf ~·p~ra.graphe'2~ ~. 37) . 'que le temps
~ous' a' m~nqué 'pour' iai.re· ~a déte.r:rp.ina1J,on 'précis~ de la ~o,uche 42 < La
. réacti~n aux 'anfibiètiqu'es' ,tendrait à. "indiquer que: 'cette' ~o:Uch'e'est un
, X .\ràe'culor'u~:' ' 8' in en" était ainsi, '~è'tte' ~~~cb,e' de ,Tulé'ar se distingue-
rait de celles des Hauts Plat~auxpar une vitesse de' ',c~oissan~ebeaucoup
plus élevée. Et il est possible que ce soit justement cette vitesse de
r' . . '1 • • ",' ~ i .
croissance plus importante qui permette dl expliquer le degré de résis-
. tance' plus élevé' ou de' se~sibilité moind~e del'la souche 42 aux antibioti-
... j ' •
ques, ceux-ci ayant diffusé moin's loin dans la gélose, au mom~nt du déve-
loppement de la bactérie < " . ,', " ,
.. ~ ...-
.. '; ;.~' .
De' toute façon', il serait ind~spens.a,,?le dé déterminer avec
pré'cision la' souche 4 4.? . . -. . .
6° / :..' Là s'ouche' 48, qtteIvi:', BIDE a i.~olée de feuilles de
canne (M. 147/44) de Mauricé atteinte~'d~' gOJr?~~·se (no'u;velle ,souche) , a
. un comportement nettement différ'ent de ~'elu(dè' toute~ lès atttres souches.
cette souche 48 nI est probablement pas ~.n' X. Ya~é:tà~rum ~. '
, .
. ' "
. ,
, "
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v - c' b N .C LUS ION
Les diHérentes épreuves effectuées, au, ,cours de ..la présente
étude, sur des ~ouches de diverses eSp'èces de XanthoInonas, n'ont pas
permis de mettre en évidence des phages de lysogénie actifs sur l'une
'o'u i 'autre de ces so'uches. C,ependant, plusieurs de ces épreuves ont
fait apparaître des images de lyse dont l'agent n'a ,pu être, multiplié par
régénération. Si donc on doit écarter les bact~riophages cèm.me agents
de cette lyse, il n'en demeure pas moins que des phénomènes d' antago-
nism.e ont été observés entre· diverses souches".' bactériennes et que, pour
l'instant, l'hypothèse de bactériodnes ne. peut être.' ~c·artée. Nous
'n 1 avons' pu, en' rai~on de la durée limitée· de ~ôtre p~ssage à l'In:stitut
Pasteur, étudier plus à fo'nd cette question. Cette étude, aurait mérité
. d'être faite. .::
.... ;
D'autre part, si la recherche de bactériophages ~.exogènes à
partir de feuilles de canne atteintes, de gommose ou de lëà.f scald n'a pas
permis d'obtenir des phages actifs sur les agents de", oes) maladies, elle
nous a conduit à isoler plusieurs bactériophages actifs' sur·:de,é ba.ctéries
saprophytes de la canne. Ceci indique que les feuilles de canne peuvent
constituer une source de bactériop1;lages exogènes. Les tentatives d' iso-
lement de phages à partir de feuilles de canne, que nous' avons effectuées
à l'Institut Pasteur, étaient forcéInent limitées ~n nombre. Il n'est pas
impossible 'qu' en multipliant ces tentatives sur place, à la Réunion, nous
parvénions à obtenir d~s phages pour, X •va:sculorum et pour X ~ albilineans.
C~tte recherche de phages exogènes ne devra d'ailleurs pas se"limiter
aux isolements à partir de feuilles. Elle devra aussi se faire' à partir de
tiges (en particulier à partir de la gomme exsudée par les tiges atteintes
de gommose systémique) et à partir de la terre prélevée au voisinage
des cannes malades.
En troisième lieu, l'épreuve· des souches deX.vasculorumpar
divers antibiotiques a montré que ce test permet de diHérencier les sou-
ches de Madagascar de celles du groupe Réunion-Maurice. Si les
antibiogrammes réalisés au cours de la présente étude n'ont pas permis
de diHérencier les souches de la Réunion de celles de Maurice, ni de
distinguer parIni les souches de Maurice l'ancienne souche de la nouvelle,
. , ;..
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cette direction de recherche' ~e doit pas pour autant être abandonnée
après un unique. essai portant s~r un no:rnbre li:rnité de souches.
Ennn, un point très i:rnportant,: et 'qui n'a pas été' abordé au
cours de notre bref stage'à l'Ins,titut Pasteur, :rnérite de retenirlfatten-
tiOn : la sé.rologie. Des étuq.es sé rologiques ont été effectuées sur le
genre Xantho:rnonas (2)". Elles ont. pe.r:rnis de distinguer dans ce genre
plusieurs groupes sérologiques dont un est constitué par X'~ vasculo ru:rn .
Il 'serait i:rnportant d'entreprendre des recherches sérologiques d'une
part au sein· du." groupe X. vasculo ru:rn '. et., d lau~re p'art 'sur:X. ~ a.lbilineans .
Tout ,ce qui, précède nous· donne' tine indication' sur la façon
'dont bn' pourrait envisa,ger,l'.ét~de·,épidé:rniolc:;giqu·e'de la go':rn:rn~s'e et du
leaf scald à la Réunion et l' étude co:rnparat~~e des souches bactériennes
'<le ces . :rnaladies dans ce secteur de l' Océan Iridien, études dont nous
avons souligné l'i:rnportance ,dans notre introduction .
•
Il conviendrait tout d'abord de disposer d'une collection suffi-
sante de souches bactériennes, isolées de variétés de canne différentes
et de localités et de conditions é<?ologiques différentes. La constitution
d'une telle collection pose le problè:rne de la conservation des souches.
Nous pensons que ce problè:rne pourrait être résolu, à la Réunion, par
la lyop,hilisation.
Une fois cette collection constituée, on effectuerait
1 0 / _ L'étude biochi:rnique co:rnplète des souches.
2 0 / - Une étude sur une lysotyp~e de ces souches. Cette
étude co:rnprendrait d'une part la recherche de bactériophages exogènes
à partir de feuilles de canne, de tiges de canne, de terre prise au pied
des cannes, d'autre part la recherche de phages de lysogénie par test
croisé des souches de la collection.
3 0 / - La recherche de bactériocines par test croisé de ces
souches.
"'.', \';'
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":" 4 0 / _ Des essais de différenciation de ces souches à l'aide
des antibiotiques.
5.0 1 - L'étude sér.ologique· de ces sou.ches.
En ·1 'état. actuel des moyens dont nous disposons à la Réunion,
nous ne· pouvons encore entreprend're d·' étud,~ d' aucun de ces points.
~ous pensons, toutefois, pouvoir débute'r dans un. prc;>clle avenir l'étude
de s quatre p remie rs points. Quant au cinquième point,·' 1" étude' sé rolo gi-
qr,xe., nousp.e pourrons llaborde7' qu'après 'avoir effectué 'un stage
d'immunologie dans des laboratoires métropolitains appropriés. Ce stage
.présente 'd 1autant plus"d l'intérêt que. nous' devrons faire appel à la. séro-
logie non seulement pour cette étude, maies aussi pour les recherches que
nous serons amené à entreprendre sur les maladies à virus de la canne
et plus particulièrement sur le rabougrissement des repousses •
•
Juin 1966
..... ,.
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